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ABSTRAKT 
Působením různorodých stresových faktorů prostředí vznikají v organismech reaktivní 
formy kyslíku a dusíku, které mají negativní dopad na daný organismus. Rostliny si 
proto vybudovaly efektivní antioxidační systém, který jim pomáhá bránit se negativním 
účinkům reaktivních forem kyslíku a dusíku. V práci byl sledován vliv peroxidu vodíku 
a benzoátu sodného na produkci peroxidu vodíku, superoxid anion radikálu, reaktivních 
forem dusíku a malondialdehydu obsažených v kořenové a nadzemní části kukuřice seté 
(Zea mays L.). Pomocí fluorescenční mikroskopie byly získány obrazy příčného řezu 
kořene, ze kterých byla určena intenzita fluorescence jednotlivých částí kořene a 
sledován vliv intenzity fluorescence markerů oxidativního stresu v závislosti na typu 





reaktivní formy kyslíku a dusíku, malondialdehyd, gelová elektroforéza, imuno-







In all organisms are rising a reactive oxygen and nitrogen species by the effects of 
various stress factors and these species have a negative impact on the organism. Due to 
this species plants have built up an efficient antioxidant system, that helps them to resist 
negative effects of reactive oxygen and nitrogen species. In this work was researched 
the effect of hydrogen peroxide and sodium benzoate on the production of hydrogen 
peroxide, superoxide, reactive nitrogen species and malondialdehyde, contained in the 
root and above-ground part of maize (Zea mays L.). By use of the fluorescence 
microscopy there were obtained images of cross-cut of root from which was determined 
the intensity of fluorescence of individual parts of the root and was examined the effect 
of the intensity of fluorescence markers of oxidative stress in dependence on the type of 





reactive oxygen and nitrogen species, malondialdehyde, gel electrophoresis, immuno-
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Během vývoje života na Zemi rostliny pomocí fotosyntézy produkovaly do atmosféry 
kyslík. Organismy se musely změněné, více oxidující atmosféře přizpůsobit, vytvořit si 
účinné obranné a regenerační mechanismy, které je před škodlivou oxidací ochrání. 
Významnou roli hrají ochranné mechanismy právě u rostlin, jelikož rostliny nemohou 
změnit prostředí a podmínky, ale musí jim čelit a adaptovat se.  
     Významnou roli v růstu rostlin, jejich vývoji a vzájemném působení s biotickým a 
abiotickým prostředím hrají reaktivní formy kyslíku (ROS) a reaktivní formy dusíku 
(RNS), komplexně označované RONS, které vznikají v buňkách působením 
různorodých stresových faktorů. ROS jsou produkovány vysoce energetickými procesy, 
jako je fotosyntéza a dýchání. V rostlinách vzniká téměř 95% radikálů v chloroplastech 
při fotosyntéze. Tyto reaktivní formy vyvolávají nepříznivý stav, proto si organismy 
vytvořily účinný antioxidační systém. Narušením těchto ochranných mechanismů 
vzniká oxidativní stres vedoucí k oxidačnímu poškození, v horším případě k buněčné 
smrti.  
     Stres u rostlin je často zapříčiněn nedostatkem nebo naopak nadbytkem některého 
pro život nezbytného faktoru, jako je voda, kyslík nebo světlo. Mezi reaktivní formy 
kyslíku způsobující stres se řadí superoxidový radikál, hydroxylový radikál, peroxid 
vodíku a singletový kyslík. Tyto formy kyslíku jsou vysoce reaktivní a nebezpečí 
spočívá i ve schopnosti redukovat sebe sama odebráním elektronů jiným molekulám a 
tím je oxidovat. Nevyžádané oxidační reakce způsobují v buňce např. mutace a 
nenávratné poškození genu, narušení katalytické schopnosti enzymů, peroxidaci lipidů a 
další. 
     Organismy jsou opatřeny antioxidačními mechanismy, aby nedocházelo k 
negativním účinkům. Antioxidační mechanismy lze u rostlin rozdělit do dvou skupin. 
První skupinou jsou antioxidanty, které se snaží tvorbě ROS předejít. Druhou skupinou 
jsou antioxidanty, které se snaží aktivně vychytávat ROS. Ty, které s reaktivními 
formami přímo reagují, nazýváme neenzymatické antioxidanty a ty, které se snaží 
reakci s ROS katalyzovat nebo je přeměňovat a odbourávat, nazýváme antioxidační 
enzymy.  
     Reaktivní formy kyslíku mají však i pozitivní účinky, kdy je dokonce jejich 
přítomnost žádoucí. Peroxid vodíku má podle posledních studií nenahraditelnou roli v 
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buněčných signalizacích, např. uplatnění při uzavírání průduchů rostlin, napadení 
patogeny, aj.  
     Měření oxidativního stresu může poskytnout informace o tvorbě ROS a jejich 
dopadu na rostliny.  
Cílem práce bylo studium markerů oxidativního stresu na rostlinném materiálu Zea 
mays L. Sledovanými markery byly peroxid vodíku, superoxidový anion radikál, 
reaktivní formy dusíku a malondialdehyd.  
Teoretická část se zabývá popisem reaktivních forem kyslíku a dusíku a 
detoxikačními systémy. Další část pojednává o základním principu elektroforetické 
separace. Jako vhodná metoda elektroforetické separace rostlinných proteinů byla 
vybrána gelová elektroforéza. Kapitola Imunofluorescenční detekce proteinů rozebírá 
dva základní typy imunofluorescence, používaná fluorescenční barviva a mikroskopy, 
které umožňují detekci fluorescence. Na tuto kapitolu navazuje část, která objasňuje 
postup při imunofluorescenční detekci, který zahrnuje fixaci, výběr protilátky a vlastní 
značení. Ke stanovení peroxidu vodíku byla vybrána TiCl4 spektrofotometrická metoda, 
superoxidový anion radikál byl stanoven NBT metodou, na stanovení reaktivních forem 
dusíku byl použit Griess test a malondialdehyd byl stanoven spektrofotometricky TBAR 
testem. 
Praktická část byla zaměřena na statistické vyhodnocení naměřených dat a obrazů 
získaných fluorescenčním mikroskopem. Data k vyhodnocení poskytlo pracoviště 
Veterinární a farmaceutické univerzity Brno, Ústav přírodních léčiv. Bylo tak 
dohodnuto na základě toho, že k měření bylo zapotřebí hlubších znalostí biologa. 
Vyhodnocení spektrofotometricky naměřených dat probíhalo v softwaru STATISTICA 
10.0 a byly porovnávány vzájemné vztahy markerů oxidativního stresu mezi 
jednotlivými vzorky, mezi kořenovou a nadzemní částí. Obrazy příčného řezu kořene 
byly zpracovány v programovém prostředí MATLAB, s jehož pomocí byla zjištěna 
intenzita fluorescence. Naměřené hodnoty pak byly statisticky analyzovány. Byl 
určován vztah mezi intenzitou fluorescence a spektrofotometricky naměřenými daty a 
vztah mezi intenzitou fluorescence v jednotlivých segmentech příčného řezu kořene 
v závislosti na typu použitého fluorescenčního filtru.  
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1 OXIDATIVNÍ STRES 
 
V průběhu života jsou organismy vystaveny působení stresových faktorů, které mohou 
zpomalovat jejich životní funkce, poškozovat jednotlivé tkáně (pletiva), orgány a v 
krajním případě vést k uhynutí. U rostlin je tato problematika složitější, jelikož nemají 
možnost úniku před působením stresorů. Stresové faktory rozdělujeme na biotické a 
abiotické. Mezi biotické řadíme např. útok patogenu, stárnutí, negativní působení 
okolních organismů, např. v rámci ekologických vztahů. Mezi abiotické faktory řadíme 
působení herbicidů, intenzitu světla, teplo, chlad, mráz, těžké kovy, sucho, ozón a další. 
Působení těchto faktorů může u rostlin vyvolat oxidativní stres. Rostlina je schopna 
se bránit proti těmto faktorům dvěma mechanismy. První způsob obrany spočívá ve 
vytvoření mechanické bariéry, která má pasivní a dlouhodobý charakter (např. silná 
kutikula na listech, rezervoáry vody, impregnace buněčných stěn). Druhým obranným 
mechanismem je tzv. aktivní obrana rostlin, která omezuje negativní dopad stresoru až 
po jejich proniknutí k plazmatické membráně buněk a do symplastu. Dále dochází ke 
spuštění řetězce změn, označovaného jako stresová reakce. Její výsledek a průběh je 
závislý jednak na intenzitě a délce působení stresového faktoru, jednak na rostlině 
samotné (stádium vývoje, vitalita, genotyp). Pokud se nepodaří zabránit stresu, dojde na 
přechodnou dobu k tvorbě velkého množství reaktivních forem kyslíku [1], [2]. 
 
1.1 Reaktivní formy kyslíku 
Reaktivní formy kyslíku fungují jako signální molekuly kontrolující obranné procesy 
rostlinného organismu a jako toxické meziprodukty aerobního metabolismu způsobují 
poškození či zánik buňky. Dále mají přímý toxický účinek na patogenní organismus a 
podílejí se aktivně na strukturálním zesílení rostlinné buněčné stěny. Za normálních 
růstových podmínek je produkce reaktivních forem kyslíku v buňce nízká. Působí-li na 
rostlinu stresové faktory, které naruší její buněčnou homeostázu, dochází k výraznému 
zvýšení koncentrace ROS v buňce. Porušení rovnováhy mezi produkcí a odbouráváním 
ROS způsobuje mnohdy nežádoucí biologické efekty. Reaktivní formy kyslíku mohou 
inaktivovat enzymy, oxidovat proteiny a poškozovat DNA a RNA. V důsledku 
uvedených reakcí nastává buněčná smrt. Zvýšená koncentrace ROS je důležitým jevem 
pro vznik hypersensitivní reakce rostlin a následnou programovanou buněčnou smrt. 
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Přehled zdrojů a biologických účinků reaktivních forem kyslíku je uveden v tab. 1.1.  
Tab. 1.1: Přehled zdrojů a biologických účinků aktivních forem kyslíku (převzato z [2]). 








náhodná produkce volných 
radikálů 
superoxidový 




mitochondrie v přítomnosti 
NADH, Fe-S proteiny, 
cytochrom P450, elektronový 
transportní řetězec 
v endoplasmatickém retikulu, 







s H2O2 za tvorby OH
.
, 
schopnost oxidovat síru, 
askorbát a NADPH, 
redukovat cytochrom c a 
ionty kovů 
peroxid vodíku  H2O2 
osvětlené chloroplasty, ß-
oxidace mastných kyselin, 
mitochondrie v přítomnosti 




inhibice fixace CO2, 
inaktivace enzymů 










velmi silné oxidační 









molekuly v tripletovém stavu, 





V biologických systémech jsou ROS produkovány cestou enzymových a 
neenzymových reakcí. Ochranu před oxidačním poškozením organismu zajišťuje řada 
antioxidačních obranných neenzymových a enzymových systémů lokalizovaných v 
různých buněčných strukturách [1],[2]. 
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1.2 Neenzymová produkce reaktivních forem kyslíku 
Molekulární kyslík v atmosféře je tvořen v průběhu fotosyntézy cyanobakteriemi a 
rostlinami. Atmosférický kyslík v základním stavu se od ostatních plynných prvků liší 
tím, že je biradikál (obsahuje dva nepárové elektrony). Tato vlastnost způsobuje jeho 
paramagnetismus. Požadavek aktivace hraje významnou roli, neboť nepárové elektrony 
molekuly kyslíku mají paralelní spin, což podle Pauliho principu zabraňuje reakcím s 
bivalentním reduktantem. Reakce by mohla probíhat pouze za předpokladu, že tento 
reduktant má také dva nepárové elektrony s paralelním spinem, ale opačné orientace k 
tomu, který má molekulární kyslík. Tato pravděpodobnost je však velmi malá. 
Molekulární kyslík je tedy poměrně málo reaktivní [2]. Jeho aktivace probíhá různými 
mechanismy znázorněnými na obr. 1.1. 
Prvním z nich je absorpce dostatečné energie potřebné k obrácení spinu jednoho z 
nepárových elektronů. Vzniklý singletový kyslík 1O2 je ve srovnání s molekulárním 
kyslíkem velmi reaktivní. Singletový kyslík může svou excitační energii přenést buď na 
jiné biologické molekuly, nebo s nimi může reagovat za vzniku hydroperoxidů. 
Druhým mechanismem je aktivace kyslíku jednoelektronovou redukcí, kdy dochází 
ke tvorbě superoxidového anion radikálu O2
•¯, peroxidu vodíku H2O2, hydroxylového 
radikálu OH• a vody podle schématu na obr. 1.1.  
 
Obr. 1.1: Celková redukce molekulárního kyslíku (převzato z [2]).  
Celková redukce molekulárního kyslíku na vodu vyžaduje čtyři elektrony a je vždy 
doprovázená postupnou jedno až tří elektronovou redukcí, kdy dochází ke tvorbě 
superoxidového anion radikálu, peroxidu vodíku a hydroxylového radikálu. Reakční 
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řetězec vyžaduje iniciaci v prvním kroku, zatímco následné kroky jsou exotermní a 
mohou tedy probíhat samovolně.  
První reakce představuje redukci molekulárního kyslíku vedoucí ke tvorbě 
superoxidového anion radikálu. Superoxid je značně reaktivní, krátce žijící forma 
kyslíku. Neprochází přes biologické membrány a funguje jako oxidační i redukční 
činidlo. V živých buňkách existuje superoxidový anion radikál v rovnováze se svou 
protonovanou formou, perhydroxylovým radikálem HO2
•. Ten je více hydrofobní než 
superoxid a může tedy jednodušeji proniknout lipidovou dvojvrstvou membrán, kde 
odebírá protony z polynenasycených mastných kyselin a lipidových hydroperoxidů, 
čímž zahajuje oxidaci lipidů. Ve vodném rozpouštědle, v neutrálním nebo mírně 
kyselém pH tento radikál v obou formách dismutuje na peroxid vodíku a kyslík. Reakce 
probíhá samovolně nebo za katalýzy enzymem superoxiddismutasou.  
Druhá redukce kyslíku produkuje peroxid vodíku, což je poměrně stabilní 
molekula. Peroxid vodíku je schopen procházet přes buněčnou membránu. 
Třetí reakce je velmi důležitá z hlediska oxidativního stresu. Jde o tří elektronovou 
redukci molekulárního kyslíku, kdy je produkována nejreaktivnější forma kyslíku 
hydroxylový radikál, který se může tvořit přímou reakcí v tzv. Haberově-Weissově 
reakci peroxidu vodíku a superoxidového anion radikálu. Za normálních podmínek se 
jedná o pomalou reakci, která není účinná v tvorbě značného množství hydroxylového 
radikálu. Dostatečné množství se však může tvořit cyklem Fentonovy reakce zahrnující 
oxidaci přechodných kovů, jako jsou železnaté nebo měďnaté ionty. Následná 
regenerace oxidovaných iontů na jejich redukovaný stav probíhá cestou reakce se 
superoxidovým radikálem. Lokalizace a dostupnost přechodných kovů s katalytickým 
účinkem ve Fentonově reakci jsou pravděpodobně hlavními faktory určujícími místo 
tvorby hydroxylového radikálu. Hydroxylový radikál je velmi silný oxidant, který může 
iniciovat radikálové řetězové reakce s řadou organických molekul, vedoucích k 
peroxidaci lipidů, inaktivaci enzymů a poškození nukleových kyselin [2]. 
 
1.3 Enzymová produkce reaktivních forem kyslíku 
Aktivní formy kyslíku v živém organismu vznikají rovněž cestou enzymových reakcí. 
Značné množství superoxidového anion radikálu jako meziproduktu se tvoří reakcemi 
katalyzovanými enzymy jako je  dihydroorotátdehydrogenasa, xanthinoxidasa  nebo 
tryptofandioxygenasa. Nejznámějším z těchto enzymů je xanthinoxidasa, která používá 
jako donory elektronů xanthin, hypoxanthin či acetaldehyd. Při katalytické oxidaci 
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xanthinu na kyselinu močovou se uvolňuje superoxidový anion radikál, který podléhá 
redukci za tvorby peroxidu vodíku a hydroxylového radikálu.  
Dalším možným zdrojem aktivních forem kyslíku je reakce katalyzovaná 
lipoxygenasou, při které dochází k peroxidaci polynenasycených mastných kyselin. 
Vzniklé peroxideriváty podléhají autokatalytické degradaci, při které dochází ke tvorbě 
radikálů iniciujících řetězové reakce peroxidace lipidů [2]. 
 
1.4 Lokalizace reaktivních forem kyslíku v rostlinném 
organismu 
Chloroplasty jsou považovány za nejvýznamnější zdroje aktivních forem kyslíku v 
rostlinách. Ve fotosystému I může docházet k redukci kyslíku Mehlerovou reakcí. 
Primárním produktem této reakce je superoxidový anion radikál, z něhož se mohou dále 
tvořit reaktivnější hydroxylové radikály a peroxid vodíku. Mehlerova reakce probíhá při 
nízké koncentraci NADP+, např. při nedostatečně rychlé zpětné oxidaci NADPH v 
Calvinově cyklu. 
Fotoredukce kyslíku spojená s tvorbou superoxidu je možná i ve fotosystému II. 
Zde dochází k přenosu čtyř elektronů z molekuly vody na reakční centrum fotosystému 
a k uvolnění tripletového kyslíku nebo kyslíku v základním stavu. Únik elektronů z 
tohoto místa na molekulu kyslíku nebo uvolnění částečně redukovaného kyslíku 
přispívá k produkci aktivovaného kyslíku. Uvažuje se také o možné pozitivní funkci 
tohoto procesu jako o jedné z cest disipace excitační energie chránící fotosystém II před 
fotoinhibičním poškozením. 
Fotoaktivovaný chlorofyl převádí excitační energii na reakční centra fotosystémů. 
Za jistých podmínek může být tato excitační energie chlorofylu přenesena na kyslík v 
základním stavu za vzniku singletového kyslíku. K tomuto jevu dochází např. při 
zavřených průduších v době sucha, při narušení membránového transportu, při 
nedostatku živin [2].  
Mitochondrie produkují superoxidové anion radikály v mitochondriálním 
elektronovém transportním řetězci za zvýšené přítomnosti antimycinu A, který blokuje 
tok elektronů přes ubichinon. To vede k hromadění redukovaného ubichinonu, jenž pak 
podléhá autooxidaci za tvorby superoxidu. Mitochondriální elektronový transportní 
řetězec je tedy hlavním místem produkce aktivních forem kyslíku v mitochondriích. 
Izolované mitochondrie produkují peroxidy vodíku a superoxidové anion radikály v 
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přítomnosti NADH.  
Peroxisomy jsou buněčné organely obsahjící granulární nebo fibrilární matrix a 
jsou ohraničené jednoduchou membránou. V rostlinách bylo nalezeno několik typů 
peroxisomů. Hlavní metabolické procesy odpovědné za tvorbu peroxidu vodíku v 
různých typech peroxisomů jsou fotorespirační glykolátoxidasové reakce, β-oxidace 
mastných kyselin, enzymové reakce flavinoxidas a dismutace superoxidového anion 
radikálu. 
V peroxisomech existují dvě místa produkce superoxidového anion radikálu. 
Prvním místem je matrix peroxisomu, kde xanthinoxidasa katalyzuje oxidaci xanthinu a 
hypoxanthinu na kyselinu močovou, přičemž dochází k uvolnění superoxidu. Druhým 
místem je membrána peroxisomu obsahující malý transportní řetězec, který je tvořen 
flavoproteinovou NADH a cytochromem b. Působením stresových faktorů bylo 
pozorováno intenzivnější uvolňování superoxidu, produkovaného membránou 
peroxisomu, do cytosolu. Superoxidový anion radikál rychle přechází na peroxid vodíku 
a kyslík. 
V endoplazmatickém retikulu probíhají procesy, jako např. oxidace, hydroxylace, 
dealkylace, deaminace a dehalogenace. Oxygenasy obsahjící hem připojují atom kyslíku 
na organický substrát, přičemž jako donor elektronů jim slouží NAD(P)H. Superoxid je 
produkován NAD(P)H dependentním elektronovým transportem zahrnujícím 
cytochrom P450.  
V plazmatické membráně tvoří rostlina během stresové reakce superoxid pomocí 
NADPH-oxidázy. Vnější povrch plazmatické membrány je nejpravděpodobnějším 
místem uvolnění superoxidu, který následně dismutuje na peroxid vodíku. Chemické 
inhibitory NADPH-oxidázy pod vlivem biotických a abiotických stresových faktorů 
blokují nebo snižují tvorbu aktivních forem kyslíku. 
Peroxidázy buněčné stěny produkují superoxidový anion radikál za spotřeby 
NADH v reakci závislé na manganatých iontech. Tvorba peroxidu vodíku peroxidázami 
buněčné stěny je závislá na pH. Elicitor přicházející na buněčný povrch je rozpoznán 
příslušnou molekulou receptoru, která způsobuje otevření iontových kanálů. Pohyb 
iontů vyvolává přechodnou alkalizaci exocelulárního prostoru, což vede k aktivaci 
peroxidáz závislých na pH. Při dostatečné zásobě reduktantu se tvorba peroxidu vodíku 
udržuje po dlouhou dobu. Tento reduktant se nepodařilo identifikovat, ale ví se, že to 
není NADPH, NADH, askorbát, glutathion ani cystein [2]. 
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1.5 Reaktivní formy dusíku 
Reaktivní formy dusíku zahrnují jak volné radikály, tak i látky, které volnými radikály 
nejsou.  
Mezi volné radikály patří oxid dusnatý NO•, oxid dusičitý NO2
•
. Mezi látky, které 
nejsou volnými radikály, patří nitrosyl NO+, nitroxid NO, peroxynitrit ONOO-, 
alkylperoxynitrit ROONO. 
Oxid dusnatý je v atmosférických podmínkách dráždivým plynem, který přispívá k 
znečisťování ovzduší. Je relativně stabilním radikálem s 15 elektrony (jeden je 
nepárový), a proto bývá označován NO•. Odstraněním antivazebného elektronu z NO 
vzniká nitrosoniový ion NO+. Redukcí oxidu dusnatého (přidáním elektronu) vzniká 
nitroxylový ion NO-. S kyslíkem reaguje oxid dusnatý za vzniku oxidu dusičitého NO2, 
což je jedovatý plyn, rovněž radikál. Při vystavení vyšším dávkám oxidu dusičitého 
(nebo jeho dimeru) dochází k poškození epiteliálních buněk dýchacích cest, včetně 
fibrózy, která může být smrtelná. Oxid dusičitý jako oxidační činidlo reaguje 
s nenasycenými mastnými kyselinami za vzniku allylového radikálu a kyseliny dusité, 
jakožto možného zdroje karcinogenních nitrosaminů. Patologické následky má i nitrace 
tyrosinu v proteinech způsobená NO2, která vede k destrukci tkání. Reakcí oxidu 
dusičitého s oxidem dusnatým vzniká oxid dusitý, který je vlastním nitrosylačním 
činidlem. Hlavním rozkladným produktem vodného roztoku oxidu dusnatého jsou 
dusitany, které se v přítomnosti hemoproteinů oxidují až na dusičnany. Patologicky 
významná je reakce NO•  se superoxidem, při níž vzniká toxický peroxynitrit.  
Peroxynitrit je nejvýznamnější toxický produkt oxidu dusnatého. Je silným 
oxidačním činidlem. Obecně je nejvýkonnějším producentem volných radikálů v 
buňkách – membránově vázané enzymy, jejíž koenzymy jsou schopné redukovat kyslík 
jediným e- na superoxid [30], [33]. 
 
1.6 Malondialdehyd 
Malondialdehyd (MDA; 1,1,3,3-tetrametoxypropan) je konečný produkt oxidace 
polynenasycených mastných kyselin v důsledku působení reaktivních kyslíkových 
radikálů. Je to toxická látka, poškozující organismus i vzdáleně od místa svého vzniku. 
Nadbytek malondialdehydu produkovaný jako výsledek tkáňového poškození může 
reagovat s DNA, případně s volnými aminoskupinami proteinů za vzniku 
malondialdehyd modifikovaných proteinových sloučenin. Tyto sloučeniny mají 
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antigenní účinky a protilátky proti nim jsou přítomny v organismu a mohou evokovat 
aterosklerózu a infarkt myokardu. Malondialdehyd je exkretován zejména ve formě s 
lyzinem po N-deacetylaci. Již menší množství malondialdehydu je vylučováno ve formě 
konjugátu se serinem, etanolaminem, guaninem, případně deoxyguaninem [31], [32]. 
 
1.7 Antioxidanty 
Rostliny vyvinuly účinné obranné systémy, které odstraňují aktivní formy kyslíku a 
chrání tak buňky proti oxidačnímu poškození. Tyto obranné systémy zahrnují enzymové 
i neenzymové antioxidanty, jejich zastoupení ve specifických buněčných strukturách je 
uvedeno v tab. 1.2. Antioxidační kapacita je velmi závislá na působení stresových 
faktorů, stejně jako na druhu, stadiu vývoje a na fyziologickém věku rostliny [2]. 
Superoxidové radikály jsou eliminovány superoxiddismutasou v reakci produkující 
peroxid vodíku. Peroxid vodíku je přeměněn na kyslík a vodu katalasou nebo využit při 
oxidaci askorbátu. Enzymová redukce monodehydroaskorbátu probíhá v plastidech. 
Monodehydroaskorbát, který samovolně dismutuje na dehydroaskorbát, může reagovat 
s glutathionem (GSH) za tvorby askorbátu a oxidovaného glutathionu (GSSG) v reakci 
katalyzované dehydroaskorbátreduktasou. GSSG je redukován NADPH dependentní 
glutathionreduktasou. Singletový kyslík a hydroxylové ionty jsou eliminovány 
glutathionovou cestou. Poškození singletovým kyslíkem a hydroxylovými ionty je také 
sníženo neenzymovými antioxidanty, vitaminem E (tokoferoly) a karotenoidy [2]. 
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2 ELEKTROFORETICKÁ SEPARACE 
PROTEINŮ 
 
Elekroforéza patří mezi separační metody, které umožňují izolovat molekuly 
využívající jejich odlišné pohyblivosti ve stejnosměrném elektrickém poli. Rychlost 
pohybu částic je závislá na velikosti náboje, tvaru a velikosti molekuly, relativní 
molekulové hmotnosti a na vlastnostech prostředí, ve kterém separace probíhá, jako je 
hodnota pH, iontová síla, napětí a proud. 
První zmínky o chování anorganických částic v koloidním roztoku pod vlivem 
elektrického pole byly publikovány již v roce 1892. Poprvé metodu elektroforézy 
proteinů publikoval v roce 1937 švédský chemik Arne W. K. Tiselius, který za svou 
práci získal v roce 1948 Nobelovu cenu za chemii [3]. 
 
2.1 Princip elektroforézy 
Klíčovou veličinou, podle níž jednotlivé částice oddělujeme, je elektroforetická 
pohyblivost, která je definována následujícím vztahem 




    
 
      (2.1) 
kde ν je lineární rychlost pohybu částice [m.s-1], E je intenzita elektrické pole [V.m-1], 
C je konstanta reprezentující tvar částice a šířku elektrické dvojvrstvy, εr je relativní 




), η je viskozita [Pa.s], ζ je 
elektrokinetický potenciál [V]. 
Do lázně s roztokem ponoříme dvojici elektrod a přivedeme na ně požadované 
napětí. Při elektroforéze proteinů se pohybujeme řádově v desítkách až stovkách voltů. 
Elektrický proud naměřený po startu se pohybuje v řádu stovek miliampérů. Na nabitou 
částici působí síla elektrického pole úměrná náboji částice a intenzitě elektrického pole. 




2.2 Jevy doprovázející elektroforézu 
Joulovo teplo je doprovodným nežádoucím jevem, který vzniká průtokem elektrického 
proudu elektrolytem, kdy proud nekoná mechanickou nebo chemickou práci a energie 
se mění na teplo. Důsledkem je vznik sálavého toku tepla v kapalině a znesnadnění 
pohybu iontů v elektrickém poli. Dále Joulovo teplo může ovlivňovat vodivost gelu, 
změnu viskozity, odpaření nosiče či denaturaci separovaných látek. 
Elektroosmotický tok vzniká průtokem kapaliny kapilárou při aplikaci elektrického 
pole. Pohyb iontu se solvatačním obalem strhává okolní kapalinu a vyvolává tok 
roztoku. Negativně nabité skupiny přitahují kationy z elektrolytu a tvoří se elektrická 
vrstva. Kationty ve středu kapiláry tvoří difúzní vrstvu a po připojení napětí se začnou 
pohybovat směrem ke katodě. 
Difuze je samovolný pohyb částic rozpuštěné látky po koncentračním spádu. 
Vzniká na každém rozhraní fází, která obsahuje nabité částice – elektrická dvojvrstva, 
která se skládá z kompaktní vrstvy a difúzní vrstvy. Potenciálový rozdíl mezi vnitřní a 
vnější hranicí difúzní vrstvy se nazývá elektrokinetický potenciál (ζ). Přiloží-li se 
napětí, začnou se ionty v difúzní vrstvě pohybovat k opačné elektrodě a dochází k 
pohybu celého objemu roztoku. 
Stokesův zákon je dán odporovou silou, která působí proti pohybu migrující 
částice. Je dáno následujícím vztahem 
                       (2.2) 
kde r je poloměr částice, v je rychlost částice a η je viskozita prostředí [3], [4]. 
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3 GELOVÁ ELEKTROFORÉZA 
 
Elektroforéza se člení na několik typů podle prostředí, ve kterém k separaci dochází. 
Práce byla však zaměřena na separaci rostlinných proteinů, proto tato část bude 
obsahovat podrobnější popis metody gelové elektroforézy, jenž je využívanou právě při 
separaci proteinů. Největší význam má z elektroforetických metod bezpochyby 
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu SDS-PAGE.  
3.1 Příprava vzorku 
Úspěch gelové elektroforézy závisí na efektivní extrakci proteinů. Příprava vzorku by 
měla být co nejjednodušší pro zvýšení reprodukovatelnosti, nemělo by docházet k 
modifikacím proteinů a musí být inaktivovány proteolytické enzymy obsažené ve 
vzorku. Třemi základní kroky v přípravě vzorku jsou rozbití buněk, inaktivace nebo 
odstranění interferujících látek a rozpuštění proteinů. Práci s rostlinným materiálem 
stěžuje přítomnost proteáz a interferujících složek jako jsou pigmenty, lipidy, fenoly, 
soli a nukleové kyseliny. Vysoký obsah lipidů může způsobovat interakci s 
membránovými proteiny a pohlcení detergentů. Ionty solí znesnadňují elektroforetickou 
separaci a měly by být odstraněny, pokud je jejich koncentrace vyšší než 100 mM. 
Nejčastější strategií v rostlinné proteomice je izolace proteinů jejich precipitací 
(vysrážením). Do vzorku je přidána látka, která způsobí vysrážení proteinů, po 
centrifugaci je supernatant obsahující nečistoty odstraněn a proteinový pelet je znovu 
rozpuštěn ve vhodném pufru. Výhodou precipitace je zakoncentrování proteinů a 
zároveň odstranění nežádoucích látek. Existují různé metody precipitace proteinů, mezi 
nejpoužívanější patří použití kyseliny trichloroctové (TCA) s acetonem, fenolová 
extrakce, nebo jejich kombinace. Vysrážené proteiny jsou pak rozpuštěny v 
rozpouštědlech, které většinou obsahují chaotropy, detergenty a redukční činidla. 
Chaotropy přerušují nekovalentní vazby a navozují rozvinutí proteinů. Mezi nejvíce 
využívané chaotropy patří močovina a thiomočovina. Detergenty napomáhají 
rozpustnosti proteinů v přítomnosti chaotropů. Nejčastějším redukčním činidlem je 
dithiotreitol (DTT), který brání vzniku disulfidických můstků mezi izolovanými 
proteiny. Ještě před elekroforézou je změřena koncentrace proteinů, například pomocí 
testu dle Bradfordové. Je to jednoduchá spektrofotometrická metoda, kdy je proteinový 
roztok smíchán s Bradfordovým činidlem, které obsahuje barvivo Coomassie Brilliant 
Blue G-250. Barvivo se váže na proteiny a vzniklý komplex má absorpční maximum při 
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595 nm. Jako standard se obvykle používá hovězí sérový albumin [5], [7]. 
TCA/acetonová extrakce je nejpoužívanější metodou precipitace proteinů. 
Základem je denaturace a precipitace proteinů ve směsi 2-merkaptoetanolu (2ME) a 
TCA v acetonu. Účinkem 2ME je denaturace proteinů a štěpení disulfidických vazeb. 
Precipitaci proteinů způsobuje TCA a aceton rozpouští pigmenty, lipidy a terpenoidy. K 
inhibici proteáz se přidává fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF). Roztok 2ME, TCA a 
acetonu je smíchán se vzorkem, který byl nejprve rozmělněn na prášek v misce s 
tekutým dusíkem. Centrifugací získaný proteinový pelet je resuspendován v roztoku 
2ME a acetonu s PMSF a znovu centrifugován. Tento krok odstraňuje kyselost 
způsobenou TCA, která by snižovala proteinový výtěžek. Precipitát je pak znovu 
rozpuštěn v 2ME a acetonu. Po centrifugaci je pelet vysušen pod vakuem, aby byl zcela 
odstraněn aceton [5], [8].   
Fenolová extrakce, po které následuje vysrážení proteinů octanem amonným v 
metanolu, je alternativou ke klasické TCA/acetonové extrakci. Touto metodou lze 
docílit efektivního odstranění nukleových kyselin, které interagují s proteiny a zhoršují 
tak rozlišení při elektroforéze. V porovnání s TCA/acetonovou extrakcí vykazuje 
fenolová extrakce také větší zisk glykoproteinů a působí jako disociační činidlo 
zabraňující molekulárním interakcím mezi proteiny a ostatními látkami. Hlavním 
nedostatkem je časová náročnost a toxicita fenolu a metanolu. Fenol reaguje s proteiny 
pomocí vodíkových můstků, čímž se proteiny denaturují a stávají se rozpustné v 
organické fázi. Vzorek ve formě prášku je smíchán s fenolem, který je obohacen o Tris-
HCl. Po centrifugaci tvoří fenolová fáze s rozpuštěnými proteiny horní vrstvu ve 
zkumavce. Proteiny jsou dále opět extrahovány pomocí extrakčního pufru obsahujícím 
Tris-HCl, EDTA, sacharózu a KCl. Po další cetrifugaci jsou proteiny stále v horní 
fenolové fázi. Proteiny jsou z ní vysráženy přidáním octanu amonného s metanolem a 
odděleny centrifugací. Proteinový pelet je pak vysušen pod vakuem [5], [9].   
 
3.2 Příprava SDS-PAGE  
SDS-PAGE určuje molekulovou hmotnost proteinů srovnáním se standardy o známých 
molekulových hmotnostech. SDS-PAGE je někdy nazývána také denaturační PAGE, 
protože vzorek je nanášen v denaturované podobě. Navázání molekul SDS udílí 
proteinům záporný náboj, který je přímo úměrný jejich molekulové hmotnosti. Po 
nanesení vzorku na gel a umístění gelu do elektrického pole, migrují proteiny směrem k 
anodě. Proteiny jsou během migrace separovány na principu molekulového síta v 
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polyakrylamidovém gelu. Relativní molekulová hmotnost proteinů se určí po jejich 
vizualizaci v gelu srovnáním délky migrace se standardem o známé molekulové 
hmotnosti. Probíhá 6 hodin [5], [7]. 
 
3.3 Vizualizace 
Po proběhnutí elektroforézy je třeba proteiny vizualizovat některou z barvících či 
značících metod. Mezi univerzální detekční techniky pro proteiny patří barvení 
stříbrem, kolorimetrické barvy (např. Coomassie Blue), negativní barvení kovovými 
kationty, radioaktivní izotopy a fluorescenční značení a barvení. Před barvením musí 
proběhnout fixace polypeptidů v roztoku obsahujícím etanol nebo metanol, kyselinu 
octovou a vodu. Odstraní se tím látky, které by mohly překážet při detekci (např. 
















4 IMUNOFLUORESCENČNÍ DETEKCE 
PROTEINŮ 
 
Imunofluorescence je laboratorní technika, která umožňuje vizualizaci specifického 
proteinu nebo antigenu v buňkách nebo tkáních navázáním specifické protilátky 
označené fluorescenční značkou, tzv. fluoroforem (fluorochromem). Metoda je založena 
na reakci antigenů a protilátek za vzniku imunokomplexů, které se navážou na dané 
buněčné složky, nenavázané protilátky jsou odstraněny promytím a výsledný preparát je 
vyhodnocen ve fluorescenčním mikroskopu, ale je možno použít i konfokální 
mikroskop. 
Existují dva základní typy imunofluorescence založené na barvení, které jsou 
ilustrovány na obr. 4.1. Prvním typem je přímá imunofluorescence, kdy je protilátka 
označena fluorescenčním barvivem. Druhým typem je nepřímá fluorescence, kdy pro 
zjištění primární protilátky je použita sekundární protilátka označena fluoroforem. 
 
Obr. 4.1: Princip imunodetekce antigenů. Vlevo s označením A je nastíněna přímá metoda, 
vpravo s označením B nepřímá metoda (převzato z [15]). 
Imunofluorescenční mikroskopie je používána nejen k přímé detekci antigenů 
případně protilátek navázaných na tyto antigeny ve tkáňových řezech, buněčných 
kulturách či nátěrech suspenze mikroorganismů, ale také k nepřímé detekci protilátek 
přítomných v analyzovaných vzorcích proti antigenům substrátu fixovaného na 
vhodnou matrici, nejčastěji na podložní sklíčka. 
Metody nepřímé imunofluorescence využívající k diagnostice autoprotilátek 
tkáňové řezy a buněčné kultury jsou považovány za základní screeningové techniky v 
laboratorní diagnostice autoprotilátek. Techniky využívající tkáňové řezy a fixované 
buněčné kultury jsou výhodné pro průkaz, méně vhodné pro stanovení (určení 
koncentrace) příslušné protilátky [11], [12], [13] a [15]. 
 18 
4.1 Přímá imunofluorescence 
Podstatou přímé techniky je vazba protilátek značených fluorochromy označovaných 
jako konjugáty na antigenní struktury ve tkáních. Protilátka pochází buď z 
imunizovaného zvířete, nebo se jedná o průmyslově vyráběnou monoklonální 
protilátku. Nenavázané protilátky jsou odstraněny promytím, navázané pak lze prokázat 
ve fluorescenčním mikroskopu. 
K laboratornímu vyšetření se používá nejčastěji bioptický materiál. Předpokladem 
dobré kvality výsledků je co nejrychlejší zmražení vzorku (tekutý dusík) a dodání ve 
zmraženém stavu do laboratoře. Je též možné docílit spolehlivých výsledků při použití 
speciálního transportního media (maleinimid), které poskytne specializované pracoviště. 
Je však vhodné omezit pobyt vzorku v tomto mediu na dny, nikoli týdny. 
V laboratořích se připravují kryostatové řezy, které se uchytí na podložních sklech, 
nechají krátce přischnout, potom "barví" příslušnými konjugáty a promývají. 
Výsledkem je kombinace pozorovaných změn, posouzení účasti jednotlivých 
imunoglobulinů, složek komplementu či fibrinu spolu s výsledky klasické 
histopatologie umožní přesné diagnostické závěry. Používá se zejména v diagnostice 
pro studium autoimunitních onemocnění [12], [15]. 
 
4.2 Nepřímá imunofluorescence 
Nepřímá metoda slouží k detekci autoprotilátek, které se nechají reagovat se substrátem. 
Jako substrát může sloužit normální tkáň jiného pacienta nebo (častěji) tkáň zvířecí 
nebo buňky standardních buněčných kultur. Navázané protilátky jsou detekovány 
pomocí jiných, značených protilátek, specifických vůči jednotlivým třídám protilátek. 
Jako zdroje antigenů je možno použít živočišnou tkáň, některé autoprotilátky však 
reagují výhradně s antigeny lidských tkání nebo buněčných linií. Je citlivější než přímá 
fluorescence a používá se standardně pro značení více protilátkami [12], [15]. 
 
4.3 Fluorofory 
Fluorescenční metody se používají především, pokud je nutné zviditelnit určité látky a 
struktury v buňce. Některé fluorofory (DAPI, ethidium bromid/jodid, Hoechst, 
propidium jodid) se sami o sobě váží na určité molekuly a můžeme je tedy použít na 
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zviditelnění těchto molekul. Pro většinu struktur v buňce však není fluorofor, který by 
se na ně specificky vázal. V takovém případě se používá metoda imunofluorescence. 
Jsou vypracovány postupy, s jejichž pomocí lze vyrobit protilátku, která se specificky 
váže na téměř jakýkoli druh molekuly.  
Fluorofory se dělí do dvou obecných tříd na vnitřní a vnější fluorofory. Vnitřní 
fluorofory se vyskytují přirozeně a jejich vlastní fluorescence je dána proteiny, NADH, 
NADPH, cytochromy, peroxidázy, hemoglobin, myoglobin a další. V proteinech jsou 
hlavními fluorofory aromatické aminokyseliny tryptofan, tyrozin a fenylalanin. Jejich 
absorpční pás leží mezi 240 a 300 nm, emise je rovněž v ultrafialové oblasti. 
Vnější, neboli nevlastní fluorofory se používají mnohem více než vnitřní. Přidávají 
se ke studovanému vzorku, a pokud se na něj váží kovalentně, nazývají se fluorescenční 
značky (např. fluorescein, akridinová oranž, eozin, aj.), pokud se váží nekovalentně, 
jedná se fluorescenční sondy. 
S využitím fluorochromů můžeme sledovat viabilitu buněk, obsah DNA, RNA, 
celkový obsah proteinů, enzymovou aktivitu, intracelulární pH, oxidativní stres a 
mnoho dalších vlastností [12], [14], [15], [16]. 
Existuje řada fluorescenčních sond umožňujících detekovat nebo generovat různé 
druhy reaktivního kyslíku, včetně singletového kyslíku, superoxidu, hydroxy radikálů a 
peroxidů, které jsou zobrazeny v tab. 4.1 [16]. 
Tab. 4.1: Příklady detekčních látek ROS (převzato z [16]). 
Reaktivní forma kyslíku Detekční látky 
Peroxid vodíku 
Dihydroxycalcein AM, Dihydrorhodamin 6G, Luminol, 
Lucigenin 
Hydroxylový radikál Proxyl fluorescamin, TEMPO-9-AC, CM-H2DCFDA 
Peroxylový radikál BODIPY FL EDA, Luminol, cis-p-arinaric acid 
Singletový kyslík trans-1-(2´-metoxyvinyl)pyren 
Superoxidový anion 
Coelenterazine, Dihydroethidium, Lucigenin, Luminol, TEMPO-
9-AC 
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4.4 Fluorescenční mikroskop 
Fluorescenční mikroskop slouží k pozorování živých buněk i fixovaných mrtvých 
buněk. Používá se ke studiu rychlých buněčných procesů, jako je mitóza, ale i ke studiu 
oddělených buněk v suspenzích, ne však k optickým řezům. Jako zdroj světla se u 
fluorescenčního mikroskopu používá rtuťová výbojka. Podle konstrukce se 
fluorescenční mikroskopy dělí na transmisní a epifluorescenční. 
 
4.4.1 Transmisní fluorescenční mikroskop 
U tohoto typu prochází světlo excitačním filtrem a na preparát přichází zespodu jako u 
klasického světelného mikroskopu. Pro osvětlení preparátu se však nepoužívá klasický 
kondenzor, ale kondenzor zástinový, který odráží světlo tak, že na preparát dopadá 
světlo zboku. Procházející excitační světlo tak prochází mimo objektiv a do objektivu se 
dostane emitovaná fluorescence. Zdroj světelných paprsků je velmi silné intenzity, 
excitačními filtry je pak dosaženo vlnové délky vhodné k aktivaci fluorescence a 
pomocí bariérových filtrů je odstraněno světlo interferujících vlnových délek. Antigeny 
s navázanou protilátkou značenou fluorochromem dávají proti tmavému pozadí ostrou 
fluorescenci, na základě které jsou detekovány [12]. 
 
4.4.2 Epifluorescenční mikroskop 
U tohoto typu mikroskopu prochází excitační světlo objektivem, dopadá na preparát 
svrchu a emisní světlo se vrací zpět do objektivu. U tohoto mikroskopu je potřeba 
použít zvláštní typ zrcadla, tzv. dichroické zrcadlo, které odráží excitační světlo do 
objektivu a propouští emisní světlo do okuláru. Dichroické zrcadlo propouští a odráží 
světlo podle toho, jakou má vlnovou délku. Používá se tedy vždy takový typ zrcadla, 
který maximum excitačního světla odráží a maximum emisního světa propouští. 
Vhodná kombinace dichroického zrcadla, excitačního a emisního filtru pro použitý druh 
fluorochromu se do epifluorescenčního mikroskopu vkládá pohromadě jako tzv. kostka, 
jejíž dvě stěny jsou tvořeny filtry a úhlopříčka dichroickým zrcadlem. Kostky jsou 
umístěny na výměníku a je možné je vyměňovat podle potřeby [12], [14], [15]. 
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4.5 Konfokální mikroskop 
Konfokální mikroskop umožňuje odstranit z obrazu objektu šum, který vytváří světlo 
nebo fluorescence emitovaná z těch rovin vzorku, na které není zaostřena optika. 
Zdrojem světla je zpravidla laser, světlo prochází úzkou štěrbinou a je zaostřeno do 
jednoho bodu vzorku. Světlo emitované z tohoto bodu je pak snímáno detektorem. Aby 
dopadlo na detektor, musí opět projít úzkou štěrbinou, která leží v místě, kam objektiv 
zaměřuje světlo ze zaostřeného bodu objektu. Světlo emitované z osvětlených, ale 
nezaostřených bodů je fokusováno mimo štěrbinu a do detektoru nedopadá. Signál z 
detektoru je odeslán do počítače, který zároveň dostává informaci o souřadnicích 
snímaného bodu.  
Tímto způsobem je bod po bodu skenován celý objekt v různých optických 
rovinách. Toto skenování je automatizováno a ovládáno řídícím počítačem. Z 
nashromážděných informací počítač sestaví celkový obraz [12], [14]. 
Základní výhodou konfokální mikroskopie je získání opticky čistého, zaostřeného 
obrazu (fluorescence z vrstev mimo rovinu zaostření je do značné míry potlačena). 
Konfokální mikroskopie umožní získat optické řezy a rekonstruovat 3D obraz, 
skenování sekcí může probíhat ve všech rovinách (x, y, z). 
Systémy pro konfokální mikroskopii umožňují použití několika fluorochromů 
současně, a to jak díky svým optickým vlastnostem, tak i počítačovému vyhodnocení 
obrazu. 
Skenovací laserový mikroskop má i některá omezení: možnosti excitace jsou dány 
počtem laserů, skenování je relativně pomalý proces, díky odfiltrování fluorescence z 
nefokálních vrstev může dojít k dramatickému poklesu signálu, laser má vysoký výkon 










5 DETEKCE MARKERŮ OXIDATIVNÍHO 
STRESU 
 
Základní postup při imunofluorescenční detekci zahrnuje několik kroků, které musí být 
dodrženy k optimálnímu imunoznačení. V prvním kroku musí být vzorek zafixován. 
Jedná se o kritický krok, který musí být proveden rychle a dostatečně účinně. Nejčastěji 
se k fixaci užívá methanolu, acetonu, aj. Druhým krokem je blokování, které omezí 
nespecifické interakce. Dalším krokem je volba primární protilátky a její správná 
koncentrace. Následuje promytí a vhodná volba sekundární protilátky a promytí. Po 
zalití do média se vhodně zvolí optický systém. Posledním krokem je kontrolní 
inkubace. 
 
5.1 Fixace vzorku 
Fixace je základem přípravy vzorků, která umožňuje molekulám protilátek proniknout 
ke sledovaným strukturám a přitom struktury co nejlépe zachovat. Jako fixativa se 
nejčastěji užívají roztoky formaldehydu nebo glutaraldehydu v pufru, který sledované 
struktury stabilizuje. 
Pokud jsou sledované struktury uvnitř buňky, je nezbytné penetrovat membránu. 
Nejčastěji se užívají neiontové detergenty, jako je např. Triton  X-100, Saponin nebo 
Nonidet P-40. V některých případech je nutné použít fixaci methanolem při -20°C, která 
bývá často doplněna fixací acetonem. Při těchto fixacích jsou membrány rozlámány 
mrazem. U rostlinných buněk komplikuje přípravu preparátů buněčná stěna, kterou je 
třeba enzymaticky natrávit. Extrakční a fixační podmínky jsou voleny tak, aby byly 
všechny sledované struktury zachované, dostupné pro použité protilátky, a aby byly 
současně zachovány antigenní determinanty rozpoznávané danými protilátkami. 
Reaktivita mnoha protilátek závisí právě na fixačních podmínkách. Výběr správné 
fixace je zvláště důležitý pro použití monoklonálních protilátek, které rozpoznávají 
pouze jeden epitop sledovaného proteinu [13], [14].    
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5.2 Volba protilátek 
Po fixaci následuje vlastní značení. K detekci proteinů může být použita přímá 
imunofluorescence. Protilátka konjugovaná s fluoroforem je náročná na přípravu a 
mnohé protilátky (především monoklonální) ztrácí po konjugaci schopnost vázat se s 
antigenem. Proto se častěji používá imunofluorescence nepřímá. Komerčně dostupné 
jsou protilátky proti imunoglobulinům různých živočišných druhů konjugované s 
různými fluorofory. Jestliže jsou při násobném značení použity primární protilátky 
připravené v různých živočišných druzích (např. myší monoklonální protilátka a králičí 
polyklonální protilátka), jsou k jejich detekci použity druhové specifické protilátky 
značené různými fluorofory. K násobnému značení je možné použít i dvou myších 
monoklonálních protilátek různých tříd a detekovat je specifickými anti myšími 
protilátkami. Někdy je výhodné konjugovat primární protilátky s biotinem a následně je 
detekovat značeným avidinem nebo jeho deriváty. Při násobných značeních je možné 
uvedené postupy kombinovat. 
Pro lepší orientaci v preparátech je možné preparáty dobarvovat Evansovou modří, 
která bývá přidávána do roztoku konjugátu nebo se přidává do promývacího roztoku pro 
promytí nenavázaného konjugátu před „zamontováním“ preparátu [13], [14].    
 
5.3 Vyhodnocení 
Posledním krokem je vyhodnocení preparátů. Výběr fluoroforů závisí na sestavě filtrů 
dostupných pro daný mikroskop a na citlivosti detekčního systému. Emisní spektra by 
se měla překrývat co nejméně. Protože jednotlivá fluorescenční svícení nesmí 
prosvěcovat do sestavy filtrů určených pro fluorofor s jiným emisním maximem, 
používají se k násobnému značení filtry s úzkou pásmovou propustností. Čím je užší 
pásmová propustnost, tím menší je intenzita svícení.  
Fluorescenční mikroskop musí být vybaven suchými objektivy se zvětšením 20x a 
40x. Pro lepší orientaci ve tkáňových řezech je dobré mít k dispozici i objektiv se 
zvětšením 10x a pro lepší identifikaci subbuněčných struktur i objektiv zvětšující 60x. 
Je třeba si uvědomit, že při používání imunofluorescenčních technik v dopadajícím 
světle platí, že čím menší je zvětšení objektivu, tím nižší intenzitu fluorescence můžeme 
pozorovat. 
Prakticky jednotně je používán ke značení sekundárních protilátek fluorescein-
isothiokyanát (FITC), takže mikroskop musí být opatřen vhodnými excitačními a 
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bariérovými filtry pro tento fluorochrom. Filtry a jejich kombinace s velmi úzkými 
spektrálními pásy mohou způsobit omezení výtěžnosti získané fluorescence a v 
konečném důsledku snížení citlivosti metody.  
Montovací roztoky, které jsou většinou založeny na glycerinové bázi, by měly 
obsahovat anti-zhášecí substance, které dovolují preparáty v jednom zorném poli déle 
pozorovat a usnadňují fotografování preparátů. Montovacího roztoku by mělo být 
aplikováno na preparát vždy jen nejmenší nezbytné množství, poněvadž jeho nadbytek 
jednak znepříjemňuje mikroskopování tím, že vytékající montovací roztok špiní 
podložní stolek mikroskopu, ale také může zvyšovat nespecifické pozadí preparátu. 
Aby se zvýšila výtěžnost fluorescence po osvícení preparátu (důležité např. pro 
pořízení dokumentace preparátu fotografováním či snímáním kamerou), přidávají se do 
montovacího roztoku látky, které tuto výtěžnost zvyšují. Mezi ně patří např. DABCO 
(1,4-diazobicyklo-[2,2,2]-oktan). Preparáty je nutné před montováním velmi dobře 
















6 ROSTLINNÝ MATERIÁL 
 
Zásadní část práce byla založena na kultivaci rostlinného materiálu Zea mays L. a jeho 
různých modifikacích. Rostliny Zea mays L. byly kultivovány v roztoku juglonu a 
s modulátory oxidativního stresu (benzoát sodný, peroxid vodíku). Desetidenní rostliny 
Zea mays L. získané naklíčením obilek na vermikulitu, byly hydroponicky kultivovány 
v Hoaglandově kultivačním roztoku, který byl suplementován příslušnými látkami.  
 
6.1 Zea mays L. 
Pod latinským názvem se skrývá rostlina povědomá pod českým označením kukuřice 
setá.  
Jednoděložná rostlina patří do čeledi lipnicovitých (Poaceae). Dorůstá výšky 1-3 
m. Kukuřice během domestikace ztratila schopnost uvolňovat plody – obilky - z palice, 
a tak je zcela závislá na pomoci člověka. Kukuřice se nerozmnožuje vegetativně. Je sice 
teoreticky možné rozmnožovat kukuřici pomocí sterilních technik z tkáňových kultur, 
ale je to na rozdíl od některých jiných kulturních plodin velmi obtížné a nespolehlivé.  
Kukuřice je plodina s fotosyntézou typu C4. Kukuřice je schopná za dostatečného 
osvětlení velmi rychle růst a produkovat enormní množství biomasy. Kukuřice se 
pěstuje jako potravina, krmivo, zdroj oleje, škrobu, glukosy, pro výrobu bio- 
degradovatelných plastů a proteinů pro medicínské účely. Kukuřice obsahuje cenné 
flavonoidy, nejvíce červené druhy kukuřice, z jejichž obilek se mele mouka prodávaná 
jako preparát s výrazným antioxidačním účinkem. Kukuřice je významný modelový 
organismus používaný v genetice a vývojové biologii [17]. 
 
6.2 Juglon 
Juglon (juglone) označovaný chemickým termínem 5-hydroxy-1,4-naftochinon nebo 5-
hydroxynaftochinon, produkují plody ořešáku černého (Juglans nigra L.). Je možné jej 
izolovat ze zelených slupek ořechů. Juglon má antibakteriální, antibiotické a 
antiparazitivní vlastnosti. Inhibuje některé enzymy potřebné pro metabolické funkce, 
vyvolává oxidativní stres. Juglon díky své toxicitě brzdí růst mnoha druhů rostlin. Ne 
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všechny rostliny jsou senzitivní na juglon. Mezi tolerantní patří právě kukuřice setá.  
V extraktu obsažený velmi reaktivní naftochinon reaguje s volnými 
aminoskupinami bazických aminokyselin v pokožce za vzniku žlutých až hnědých 
barevných látek. Proto je někdy používán jako barvivo pro výrobu látek a inkoustů a 
jako barvivo pro potraviny a kosmetiku [18], [19], [20]. 
 
6.3 Modulátory oxidativního stresu 
Jako modulátory oxidativního stresu byly při měření použity peroxid vodíku 
(charakteristika byla popsána v první kapitole) a benzoát sodný.  
Benzoát sodný (sodium benzoate) je sodná sůl kyseliny benzoové (kyseliny 
benzenkarboxylové). V potravinářství je známa pod kódem E 211. Kyselina benzoová a 
benzoáty jsou používány jako konzervační prostředky v kyselých výrobcích proti 
kvasinkám a plísním. Jsou neúčinné proti bakteriím a v produktech s pH 5 a vyšším 
(slabě kyselé či neutrální). Vysoké koncentrace způsobují kyselou příchuť, což omezuje 
jejich použití. Benzoáty jsou často upřednostňovány díky své lepší rozpustnosti. 
S kyselinou askorbovou (vitamin C) reaguje za vzniku benzenu, který působí jako 
karcinogen [34]. 
 
6.4 Varianty rostlinného vzorku 
Rostliny Zea mays L. byly kultivovány v roztoku juglonu a s modulátory oxidativního 
stresu (benzoát sodný, peroxid vodíku). Desetidenní rostliny Zea mays L. získané 
naklíčením obilek na vermikulitu, byly hydroponicky kultivovány v Hoaglandově 
kultivačním roztoku, který byl suplementován příslušnými látkami. Pro experiment byly 
vybrány rostliny stejného vzhledu a velikosti. Roztok byl po pěti dnech vyměněn za 
nový. Během kultivace byl rostlinný materiál doléván deionizovanou vodou. Podmínky 
kultivace byly následující: teplota 22°C  2°C, vlhkost 60%, 150 µmol (PAR) m-2s-1. 
Odběry vzorků byly provedeny po deseti dnech, zpracováván byl čerstvý rostlinný 
materiál.  
Kontrolní rostlinný vzorek je Zea mays L. Dále byly připraveny vzorky juglonu 
s modulátory, které ovlivňují produkci oxidativního stresu. Varianty vzorků jsou 
znázorněny v následující tab. 6.1. 
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Tab. 6.1: Varianty připravených rostlinných materiálů. 
vzorek varianta 
1 kontrolní 
2 juglon 1 µM 
3 juglon 1 µM + sodium benzoate 100 µM 
4 juglon 1 µM + hydrogen peroxide 500 µM 
5 juglon 10 µM 
6 juglon 10 µM + sodium benzoate 100 µM 




















7 SPEKTROFOTOMETRIE  
 
Kapitola popisuje metody TiCl4, NBT, Griess a TBARS, jejichž použitím byly 
detekovány ROS, RNS a MDA.  
 
7.1 TiCl4 metoda 
Chlorid titaničitý (titanium tetrachloride, TiCl4) reaguje s peroxidem vodíku za vzniku 
kyseliny chlorovodíkové (HCl) a produktu HO-OTiCl3.  Produkt vstupuje do dalších 
reakcí a podílí se na přeměně thiolů na sulfonylchloridy a thiosulfonáty [21].  
 
7.2 NBT test  
NBT je chemická sloučenina složená ze dvou tetrazolových skupin - nitroblue 
tetrazolium (tetrazoliová modř). NBT se jako nebarevná rozpustná látka dostává do 
buňky a za přítomnosti O2
-
 je redukována na nerozpustný tmavě modrý formazan, který 
se ukládá v cytoplazmě ve formě sraženin. Formazan se pak z buněk extrahuje pomocí 
různých detergentů nebo organických rozpouštědel. Zbarvení se vyhodnocuje 
spektrofotometricky při vlnové délce 570 nm [40]. 
 
7.3 Griess test 
Griess test je chemický analytický test, který detekuje přítomnost organických sloučenin 
dusitanu. Při důkazu dusitanů se uplatňuje Griessovo činidlo, které je přidáno 
k analyzovanému vzorku a pokud jsou detekovány dusitany, dojde k růžovo-červenému 
zbarvení vzorku. 
Když se do vzorku přidá kyselina sulfanilová, reaguje s dusitany za vzniku 
diazoniové soli. Po přidání azobarviva (N-α-naphthyl-ethylenediamine) se vzorek zbarví 
do růžova [39]. 
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7.4 TBARS test  
Mezi nejznámější metodu pro stanovení MDA patří reakce s thiobarbiturovou kyselinou 
(TBA) za přídavku ADP a chloridu železitého. Jelikož reaktivní formy kyslíku mají 
velmi krátký poločas rozpadu, je obtížné je měřit přímo. Místo toho, je možné měřit 
produkty vznikající po poškození buňky oxidačním stresem, jako je TBARS. Reaktivní 
substance kyseliny thiobarbiturové (TBARS) vznikají jako vedlejší produkt peroxidace 
lipidů, která může být detekována pomocí TBARS testu, který využívá thiobarbiturové 
kyselinu jako činidlo. 
Testy TBARS měří přítomnost malondialdehydu ve vzorku, stejně jako 



















8 ZPRACOVÁNÍ NAMĚŘENÝCH DAT 
 
Kapitola je zaměřena na statistickou analýzu naměřených dat. Obsahuje popis souboru 
dat, stanovení hypotéz, statistické vyhodnocení. Naměřená data jsou zpracována 
v programu STATISTICA CZ verze 10.0 série 1010-Z. 
 
8.1 Růstové parametry 
Po skončení desetidenní kultivace byla změřena délka kořenů a listů. Bylo provedeno 
celkem šest měření. Průměrná hodnota délky kořenů a listů je uvedena v tab. 8.1.   
Tab. 8.1: Růstové parametry rostlinných vzorků. 
vzorek 









1 36,083 1,26 33,450 1,64 
2 32,033 1,31 30,317 0,72 
3 35,250 1,01 32,700 0,61 
4 27,467 1,40 27,667 1,05 
5 24,433 1,80 24,083 0,89 
6 28,600 2,19 27,450 2,54 
7 15,200 1,95 19,300 1,44 
 
Výběrová směrodatná odchylka je definována následujícím vztahem [35] 
 ( )  √
 
   
∑ (    ̅) 
 
         (8.1) 
kde xi je spojitá náhodná veličina, N je četnost hodnot xi a  ̅ je aritmetický průměr. 
Všechny hodnoty směrodatných odchylek, jak v tab. 8.1, tak také v následujících 
analýzách jsou vypočítávány podle vztahu 8.1. Zvolená směrodatná odchylka na daný 
soubor pohlíží jako na výběrový, který slouží jako odhad skutečného rozptylu populace. 
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Použitím výrazu N-1 místo prosté velikosti souboru N se docílí přesnějšího odhadu 
skutečné hodnoty populačního rozptylu, především při výpočtu na základě malých 
výběrových souborů.  
Výběrový soubor je soubor určitého konečného počtu N jedinců vybraných ze 
základního souboru, u kterých je provedeno praktické sledování (měření) zkoumané 
vlastnosti. Na základě poznání vlastností výběrového souboru se usuzuje na vlastnosti 
celé populace, proto by měl být výběrový soubor co nejlepším představitelem 
základního souboru. Aby byl výběrový soubor dostatečně reprezentativní, je nutno 
provádět výběr členů do tohoto souboru náhodně [29], [35]. 
Z tabulky vyplývá, že největší délky kořene i listu dosáhl kontrolní vzorek. Další 
hodnoty jsou nižší a liší se v závislosti na látkovém množství juglonu a přidáním 
benzoátu sodného či peroxidu vodíku. Benzoát sodný umožňuje vzrůst, naopak peroxid 
vodíku inhibuje rostlinný růst. Desetinásobné množství juglonu inhibuje růst rostliny. 
 
8.2 Analýza souboru dat peroxid vodíku 
8.2.1 Popis souboru dat 
U 7 rostlinných vzorků kořene a nadzemní části byly provedeny 3 měření se záměrem 
zjištění obsah peroxidu vodíku v daném rostlinném materiálu. Množství peroxidu 
vodíku bylo vyjádřeno veličinou čerstvá hmotnost (FM). Čerstvá hmotnost se používá v 
případě, že je stanovován nějaký rostlinný metabolit, který by při vysoušení vzorku byl 
nezvratně poškozen [38]. Z naměřených dat byl vypočten průměr a směrodatná 
odchylka, viz tab. 8.2. K následující analýze byly použity vždy hodnoty průměru. Data 
nebylo třeba standardizovat. Standardizace by měla smysl, pokud by byly různé 
proměnné.  
Standardizace je normální rozdělení se střední hodnotou, která je rovna 0 a 
směrodatnou odchylkou, která je rovna vždy 1. Transformací získané hodnoty 
normované veličiny jsou relativní (bezrozměrné), přičemž každá hodnota udává počet 
směrodatných odchylek od střední hodnoty nula [35], [36].  
Před samotnou analýzou se provádí kontrola, zda soubor neobsahuje odlehlé a 
nesmyslné hodnoty, které by mohly ovlivnit statistickou analýzu. Z tab. 8.2 nelze 
vyřadit žádné hodnoty i přesto, že hodnoty naměřené u sedmého vzorku jsou odlehlé. 
Vzorky byly připraveny za různých podmínek, které mohou zvýšit či snížit obsah 
peroxidu vodíku v rostlinném materiálu. 
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1 1,637 0,08 3,448 0,18 
2 1,877 0,11 3,430 0,11 
3 1,714 0,03 3,275 0,21 
4 4,145 0,14 4,383 0,16 
5 3,184 0,31 3,548 0,11 
6 2,766 0,09 3,207 0,03 
7 8,248 0,21 6,913 0,48 
 
Proměnné jsou spojité. Je nezbytné otestovat normalitu obou spojitých 
proměnných.  
 
8.2.2 Testování normality 
Při statistické analýze bývá normalita rozdělení podmínkou použití těch 
nejúčinnějších statistických metod, takže někdy je nutno provádět transformaci 
náhodných veličin tak, aby získaly normální rozdělení.  
Postupy statistického hodnocení se liší především podle rozdělení sledované 
náhodné veličiny v základním souboru. Proto je nutné provést jako jeden z prvních 
kroků při statistickém testování tzv. test normality, tj. zjištění, zda soubor dat sledované 
náhodné veličiny odpovídá Gaussovu normálnímu rozdělení pravděpodobností, či nikoli 
(v tomto případě se pak pracuje s neznámým rozdělením) [35]. 
Statistickou metodou umožňující ověřit, zda má náhodná veličina určité předem 
dané (tzv. teoretické) rozdělení pravděpodobnosti, jsou testy dobré shody [36]. 
V testu dobré shody jsou data rozdělena do kategorií, tyto intervaly jsou 
normalizovány a podle obecných vzorců normálního rozložení jsou k nim dopočítány 
očekávané hodnoty. Pozorované normalizované četnosti jsou poté srovnány s 
očekávanými četnostmi pomocí χ2 testu dobré shody. Test dává dobré výsledky, ale je 
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náročný na množství dat, aby bylo možné vytvořit dostatečný počet tříd hodnot. 
Kolmogorov-Smirnovův test dokáže dobře najít odlehlé hodnoty. Jde o 
neparametrický test pro srovnání rozdílu dvou rozložení. Je založen na zjištění rozdílu 
mezi reálným kumulativním rozložením (vzorek) a teoretickým kumulativním 
rozložením. Měl by být počítán pouze v případě, že se zná průměr a směrodatná 
odchylka hypotetického rozložení. Pokud tyto hodnoty nejsou známy, měla by být 
použita jeho modifikace – Lilieforsův test. 
Shapiro-Wilksův test je neparametrický test použitelný i při velmi malém množství 
dat s dobrou sílou testu. [36], [37]. 
 
V prvním kroku byla formulována nulová a alternativní hypotéza: 
H0: Proměnná je normálně rozložena. 
HA: Proměnná není normálně rozdělena.  
 
Nulová hypotéza H0 je tvrzení, které obvykle vyjadřuje „žádný neboli nulový 
rozdíl“ mezi testovanými soubory dat (jinými slovy lze říci, že jakýkoli nalezený rozdíl 
mezi soubory lze přičíst přirozené variabilitě dat) [36].  
Alternativní hypotéza HA popírá platnost nulové hypotézy H0. Obvykle se 
vyjadřuje jako „existence diference“ mezi soubory nebo „existence závislosti“ mezi 
proměnnými. Pokud se při statistickém testování nedokáže opak, předpokládá se, že 
platí nulová hypotéza [36].  
Zda má spojitá proměnná normální rozložení, se dá stanovit z histogramu.  
V programu Statistica 10.0 cestou Grafy → Histogram se zobrazí okno, jak je vidět 
na obr. 8.1. V záložce Základní se vyberou proměnné, v záložce Detaily se zatrhnou 
položky v poli Statistiky dle vybraného testu.  
Obr. 8.2 zobrazuje vytvořený histogram včetně popisné statistiky a Shapiro-
Wilksova testu, ze kterého se dá s jistotou určit normalita dat, jelikož ze samotného 




Obr. 8.1: Nastavení histogramu. 
 
Histogram z kořen
Zea mays juglon 5v*18c
kořen = 7*1*normal(x; 3,3672; 2,337)





















 kořen:   D = 0,2455; p < n.s.; Lilliefors-p < 1;
 N = 7; Průměr = 3,3672; SmOd = 2,337; Max = 8,2477; Min = 1,6367;
 SW-W = 0,7754; p = 0,0232
 
Obr. 8.2: Histogram pro zjištění normálního rozložení proměnné kořen. 
Z grafu na obr. 8.2 lze vyčíst, že p-hodnota je menší než hladina významnosti α, 
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symbolicky p = 0,02 < 0,05, zamítá se H0. Spojitá proměnná kořen není normálně 
rozložena.  
Histogram z nadzemní část
Zea mays juglon 5v*18c
nadzemní část = 7*0,5*normal(x; 4,029; 1,33)






















 nadzemní část:   D = 0,3556; p < n.s.; Lilliefors-p < 0,01;
 N = 7; Průměr = 4,029; SmOd = 1,33; Max = 6,9127; Min = 3,2073;
 SW-W = 0,6673; p = 0,0016
 
Obr. 8.3: Histogram pro zjištění normálního rozložení proměnné nadzemní část. 
Z grafu na obr. 8.3 lze vyčíst, že p-hodnota je menší než hladina významnosti α, 
symbolicky p = 0,0016 < 0,05, zamítá se nulová hypotéza H0. Spojitá proměnná 
nadzemní část není normálně rozložena.  
 
8.2.3 Statistická analýza 
Statistická analýza probíhá v několika krocích: 
1. Formulace výzkumné otázky ve formě nulové a alternativní statistické 
hypotézy 
2. Zvolení hladiny významnosti (přijatelné úrovně chyby testování) 
3. Výpočet testovacího kritéria (testovací statistiky) 
4. Závěr (rozhodnutí o platnosti statistické hypotézy) [36]. 
Po ověření, zda sledované proměnné odpovídají Gaussovu normálnímu rozdělení 
pravděpodobností, byly formulovány výzkumné otázky ve formě nulové a alternativní 
statistické hypotézy:  
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H01: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem peroxidu vodíku získaného z kořene není 
statisticky významný rozdíl. 
HA1: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem peroxidu vodíku získaného z kořene je 
statisticky významný rozdíl. 
 
H02: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem peroxidu vodíku získaného z nadzemní 
části preparátu není statisticky významný rozdíl. 
HA2: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem peroxidu vodíku získaného z nadzemní 
části preparátu je statisticky významný rozdíl. 
 
H03: Mezi obsahem peroxidu vodíku získaného z nadzemní a kořenové části 
preparátu není statisticky významný rozdíl. 
HA3: Mezi obsahem peroxidu vodíku získaného z nadzemní a kořenové části 
preparátu je statisticky významný rozdíl. 
 
Po stanovení hypotéz byla vypočtena testovací statistika. Sledované veličiny (kořen 
a nadzemní část) jsou spojité proměnné, avšak data nemají normální rozložení, jak bylo 
určeno v podkapitole 8.2.2. K analýze byla vybrána Spearmanova korelace.  
Možností řešení nelineárních závislostí mezi náhodnými proměnnými v 
biostatistice je použití výpočtu Spearmanova korelačního koeficientu. Jedná se o 
neparametrickou metodu, která využívá při výpočtu pořadí hodnot sledovaných veličin, 
a kterou lze použít pro popis jakékoliv závislosti (lineární i nelineární) [36]. 
 Spearmanův korelační koeficient R se používá pro měření síly vztahu veličin X a 
Y, kdy se nedá předpokládat linearita očekávaného vztahu nebo normální rozdělení 
proměnných X a Y.  
Závislost proměnných může mít obecně vzestupný nebo sestupný charakter. 
Jestliže je R = 1, resp. R = -1, párové hodnoty (xi, yi) leží na nějaké vzestupné, resp. 
klesající funkci. Vypočtený koeficient se porovnávají s tabelovanými kritickými 
hodnotami Spearmanova korelačního koeficientu pro zvolené α a dané n [35], [36]. 
V programu Statistica 10.0 byl vybrán soubor Spektrofotometrie_data.xlsx a načten 
list peroxid vodíku. V záložce Statistiky v nabídce Základ byl zvolen modul 
Neparametrické statistiky. V základním výběru byla zvolena a otevřena Korelace 
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(Spearman, Kendallovo tau, gama). V dalším kroku byly vybrány proměnné a zvolena 
hladina významnosti α = 0,05, jak je znázorněno na obr. 8.4. Stisknutím ikony 
Spearmanův koef. R se vytvoří tabulka korelací mezi proměnnými, viz tab. 8.3. Matice 
bodových grafů všech proměnných je zobrazena na obr. 8.5. 
 
 
Obr. 8.4: Neparametrická korelace. 
 
Tab. 8.3: Spearmanovy korelace. Označené korelace jsou významné na hlad. p <  0,05. 
 
vzorek kořen nadzemní část 
vzorek 
1,0000 0,821429 0,285714 
p = --- p = 0,023449 p = 0,534509 
kořen 
0,821429 1,0000 0,678571 
p = 0,023449 p = --- p = 0,093750 
nadzemní část 
0,285714 0,678571 1,0000 
p = 0,534509 p = 0,093750 p = --- 
 
Červeně označené korelační koeficienty jsou významné na hladině významnosti α 
(α = 0,05). Čím je hodnota korelačního koeficientu vyšší a blíží se 1, tím více proměnné 
mezi sebou korelují.  
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Do tabulky byly doplněny p-hodnoty příslušející korelacím. Z tabulky vyplývá, že 
je zamítnuta nulová hypotéza H01, jelikož p-hodnota je menší, než hladina významnosti 
α. Symbolicky lze napsat, že p = 0,023449 < 0,05 a závěrem je, že existuje statisticky 
významný rozdíl, mezi proměnnými se vyskytují významné korelace, což potvrzuje i 
červeně zbarvený koeficient korelace R = 0,821429. Platí alternativní hypotéza HA1 a 
závěrem je, že mezi rostlinnými vzorky a množstvím peroxidu vodíku získaného 
z preparátu příčného řezu kořene je statisticky významný rozdíl.  
Druhá hypotéza má p-hodnotu rovnu 0,534509 > 0,05. Vzniká zde statisticky 
nevýznamný rozdíl. Není zamítnuta nulová hypotéza H02 a platí, že mezi rostlinnými 
vzorky a množstvím peroxidu vodíku získaného z nadzemní části preparátu není 
statisticky významný rozdíl. 
 Stejný závěr platí i pro třetí položenou hypotézu, kdy p = 0,093750 > 0,05. Nulová 
hypotéza H03 není zamítnuta a říká, že mezi obsahem peroxidu vodíku získaného 
z nadzemní a kořenové části preparátu není statisticky významný rozdíl.  
Korelace mezi proměnnými kořen a nadzemní část lze vyčíst i z matice bodových 
grafů na obr. 8.5. Proměnné, které mezi sebou silně či slabě korelují, leží na přímce, 
příp. s malými odchylkami hodnot od přímky. Mezi ostatními proměnnými, které spolu 
nekorelují nebo jen velmi málo, jsou příliš odlehlé hodnoty.  





Obr. 8.5: Matice bodových grafů pro proměnné vzorek, kořen a nadzemní část. 
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K lepšímu posouzení a odečtení vztahů mezi proměnnými byl sestrojen bodový graf, 
který znázorňuje obr. 8.6.  
Závislost produkce peroxidu vodíku jednotlivých vzorků v kořenové a nadzemní části.
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  


























Obr. 8.6: Graf množství peroxidu vodíku v kořenové a nadzemní části.  
Měření probíhalo na sedmi různých vzorcích. První vzorek byl kontrolní. Druhý a 
pátý vzorek obsahoval různé koncentrace stejné látky, a to juglonu. Zbylé vzorky 
zahrnovaly příslušnou koncentraci juglonu a modulátory oxidativního stresu, které 
ovlivňují produkci ROS. Na základě těchto vztahů probíhalo porovnávání mezi vzorky. 
Kontrolní vzorek kořenové části produkoval  nejmenší množství peroxidu vodíku 
ze všech měřených vzorků. Různá koncentrace juglonu a také modulátorů oxidativního 
stresu relevantně ovlivňovali produkci peroxidu vodíku. V oblasti nadzemní části 
(stonek a list) kontrolního vzorku byla situace protikladná. Vyšší množství peroxidu 
vodíku vykazoval čtvrtý a sedmý vzorek, jsou to vzorky o různých koncentracích 
juglonu s přídavkem peroxidu vodíku. Zbylé vzorky měli obsah peroxidu vodíku nižší 
než kontrolní vzorek. 
Druhý vzorek obsahoval juglon o koncentraci 1 µM. Stejnou koncentraci juglonu 
měli i vzorky číslo tři a čtyři, které navíc obsahovali modulátory ovlivňující produkci 
peroxidu vodíku. Třetí vzorek s přídavkem benzoátu sodného měl vliv na snížené 
množství peroxidu vodíku vzhledem k druhému vzorku. Naopak čtvrtý vzorek, který 
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byl kultivován ve směsi juglonu a peroxidu vodíku, měl podíl na zvýšeném množství 
peroxidu vodíku na rozdíl od druhého vzorku.  
Pátý vzorek byl kultivován v 10x vyšší koncentraci juglonu než druhý vzorek. 
Vyšší koncentrace juglonu měla vliv na zvýšení množství peroxidu vodíku v pátém 
vzorku. 
Šestý a sedmý vzorek byl kultivován ve stejné koncentraci juglonu jako pátý 
vzorek, navíc však obsahovaly modulátory oxidativního stresu. Šestý vzorek 
s modulátorem benzoátu sodného se podílel na snížení obsahu peroxidu vodíku, zatímco 
sedmý vzorek s přídavkem peroxidu vodíku jeho výtěžnost zvýšil.  
Třetí a šestý vzorek byly kultivovány ve stejné koncentraci benzoátu sodného, 
avšak v různé koncentraci juglonu. Koncentrace juglonu 10x vyšší zapříčinila vyšší 
produkci peroxidu vodíku. Stejný závěr platí i pro srovnání čtvrtého a sedmého vzorku, 
které byly kultivovány za přítomnosti peroxidu vodíku a různé koncentrace juglonu. 
Desetinásobná koncentrace juglonu umožnila navázání vyššího množství peroxidu 
vodíku. Lze konstatovat, že molární koncentrace juglonu je závislá na obsahu peroxidu 
vodíku, který rostlina během kultivace přijme z roztoku.  
Poslední možnou komparací je srovnání obsahu peroxidu vodíku v nadzemní a 
kořenové části. Na obr. 8.6 lze zpozorovat, že první tři vzorky měly vliv na zvýšené 
množství peroxidu vodíku v nadzemní části vzhledem ke kořenové části. V nadzemní 
části byl obsah peroxidu vodíku téměř dvakrát vyšší než v kořenu. Vzorek čtyři, pět a 
šest nenesl významný rozdíl na zvýšení peroxidu vodíku v nadzemní části vzhledem ke 
kořenu. V nadzemní části byl obsah peroxidu vodíku přibližně 1,1krát vyšší než 
v kořenu. 
Závěrem lze konstatovat, že kultivace rostliny v peroxidu vodíku umožní navázání 
peroxidu vodíku a produkci ROS v rostlině, naopak benzoát sodný tuto vazbu inhibuje. 
Dále lze tvrdit, že zvýšená koncentrace juglonu v roztoku zvýší produkci peroxidu 
vodíku. Měření probíhalo v desetinásobném rozdílu koncentrace juglonu a není 
evidentní, zda by při dalším zvyšování molární koncentrace juglonu v roztoku rostla 
koncentrace peroxidu vodíku lineárně, příp. zda existuje maximum pro molární 
koncentraci juglonu, po kterém je množství peroxidu vodíku v rostlině konstantní.  
 
8.3 Analýza souboru dat superoxid anion radikál 
U 7 rostlinných vzorků kořene a nadzemní části byly provedeny 3 měření s intencí 
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zjistit obsah superoxidového anion radikálu v daném rostlinném materiálu. 
Z naměřených dat byl vypočten průměr a směrodatná odchylka, viz tab. 8.4. U sedmého 
vzorku nadzemní části je směrodatná odchylka vzhledem k ostatním příliš vysoká, což 
se může promítnout na následující analýze. 
















1 49,620 1,48 64,827 2,06 
2 53,913 1,42 70,287 1,06 
3 50,447 1,22 64,860 1,85 
4 63,823 1,62 82,633 1,20 
5 60,127 0,45 72,313 0,81 
6 55,237 1,75 67,087 2,05 
7 79,347 2,00 98,313 4,43 
 
Byla formulována nulová a alternativní hypotéza, aby se ověřila normalita dat: 
H0: Proměnná je normálně rozložena. 
HA: Proměnná není normálně rozdělena.  
V programu Statistica 10.0 byly vytvořeny histogramy pro proměnné kořen a 
nadzemní část. Kvůli malému množství dat byl zvolen Shapiro-Wilksův test. 
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Histogram z kořen
Zea mays juglon 3v*7c
kořen = 7*5*normal(x; 58,9305; 10,3253)




















 kořen:   N = 7; Průměr = 58,9305; SmOd = 10,3253; Max = 79,3467; Min = 49,62;
 SW-W = 0,8599; p = 0,1511
 
Obr. 8.7: Histogram pro proměnnou kořen. 
Z grafu na obr. 8.7 lze vyčíst, že p = 0,1511 > 0,05, nulová hypotéza H0 není 
zamítnuta. Spojitá proměnná kořen je normálně rozložena.  
 
Histogram z nadzemní část
Zea may s juglon 3v *7c
nadzemní část = 7*5*normal(x; 74,3314; 12,2272)




















 nadzemní část:   SW-W = 0,812; p = 0,0538
 
Obr. 8.8: Histogram pro proměnnou nadzemní část. 
Z grafu na obr. 8.8 lze odečíst p = 0,0538 > 0,05, nulová hypotéza H0 není 
zamítnuta. Spojitá proměnná nadzemní část je normálně rozložena.  




H01: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem superoxidového anion radikálu získaného 
z kořene není statisticky významný rozdíl. 
HA1: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem superoxidového anion radikálu získaného 
z kořene je statisticky významný rozdíl. 
 
H02: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem superoxidového anion radikálu získaného 
z nadzemní části vzorku není statisticky významný rozdíl. 
HA2: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem superoxidového anion radikálu získaného 
z nadzemní části vzorku je statisticky významný rozdíl. 
 
H03: Mezi obsahem superoxidového anion radikálu získaného z nadzemní části a 
kořenové části vzorku není statisticky významný rozdíl. 
HA3: Mezi obsahem superoxidového anion radikálu získaného z nadzemní části a 
kořenové části vzorku je statisticky významný rozdíl. 
 
Pro spojité proměnné v obou případech s normálním rozložením byla použita 
Pearsonova korelace, jak je zobrazeno v tab. 8.5 a na obr. 8.9. 
Tab. 8.5: Pearsonova korelace. Označené korelace jsou významné na hlad. p < 0,05. 
 
vzorek kořen nadzemní část 
vzorek 
1,0000 0,7585 0,6405 
p = --- p=0,048 p = 0,121 
kořen  
0,7585 1,0000 0,9818 
p = 0,048 p = --- p = 0,000 
nadzemní část 
0,6405 0,9818 1,0000 
p = 0,121 p = 0,000 p = --- 
 
Červeně označené hodnoty v tab. 8.5 jsou statisticky významné korelace na hladině 
významnosti α. Z tabulky vyplývá, že existuje vzájemný vztah mezi proměnnými 
vzorek a kořen a proměnnými nadzemní část a kořen.  
První formulovaná hypotéza řešící vztah mezi proměnnými vzorek a kořen měla 
hodnotu p = 0,048 < 0,05. Byla zamítnuta nulová hypotéza H01 a závěrem bylo, že mezi 
rostlinnými vzorky a obsahem superoxidového anion radikálu získaného z kořene je 
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statisticky významný rozdíl. Korelační koeficient R = 0,7585.  
Druhá formulovaná hypotéza řešící vztah mezi proměnnými vzorek a nadzemní 
část měla hodnotu p = 0,121 > 0,05. Nulová hypotéza H02 nebyla zamítnuta. Mezi 
rostlinnými vzorky a obsahem superoxidového anion radikálu produkovaného nadzemní 
částí vzorku není statisticky významný rozdíl. Korelační koeficient R = 0,6405.  
Třetí formulovaná hypotéza řešící vztah mezi proměnnými kořen a nadzemní část 
měla hodnotu p = 0,000 < 0,05. Byla zamítnuta nulová hypotéza H03. Mezi obsahem 
superoxidového anion radikálu získaného z nadzemní části a kořenové části vzorku je 
statisticky významný rozdíl. Korelační koeficient R = 0,9818.  





Obr. 8.9: Pearsonova korelace. 
Korelační vztahy mezi proměnnými zobrazuje obr. 8.9. Zde je na první pohled 
zřejmá korelace mezi proměnnými kořen a nadzemní část, jak vyplynulo i z tab. 8.4. 
Hodnoty nejsou odlehlé a tvoří velmi významný vztah mezi proměnnými, čemuž 
odpovídá i vysoká hodnota korelačního koeficientu R = 0,9818.  
V tab. 8.4 je významná ještě jedna korelace, a to mezi proměnnými kořen a vzorek. 
Hodnota korelačního koeficientu R je 0,7585. Hodnota není příliš vysoká, ale je ještě 
v mezích přípustnosti významné korelace mezi proměnnými. Korelace jsou slabší 
vzhledem k několika odlehlým hodnotám.  
K lepšímu posouzení a odečtení vztahů mezi proměnnými byl sestrojen bodový 
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graf, který znázorňuje obr. 8.10.  
Závislost produkce superoxidu jednotlivých vzorků v kořenové a nadzemní části.
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  

























Obr. 8.10: Bodový graf. 
U kontrolního vzorku je možno tvrdit, že má nejmenší obsah superoxidového anion 
radikálu ze všech porovnávaných vzorků.  
Druhý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o koncentraci 1 µM. Ve třetím 
vzorku o stejné koncentraci juglonu a s přídavkem benzoátu sodného se snížila 
produkce superoxidového anion radikálu 1,1krát vzhledem k druhému vzorku.  Ve 
čtvrtém vzorku, který byl kultivován v roztoku juglonu a peroxidu vodíku, byla 
produkce superoxidového anion radikálu přibližně 1,2krát vyšší vzhledem k druhému 
vzorku. 
Pátý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o molární koncentraci 10 µM. Šestý a 
sedmý vzorek byly kultivovány v roztocích o stejné koncentraci juglonu, ale s přídavky 
benzoátu sodného a peroxidu vodíku. Jak z předchozího odstavce vyplynulo, tak i zde 
platí, že benzoát sodný produkci superoxidového anion radikálu snižuje a peroxid 
vodíku ji zvyšuje.  
Rozdílná koncentrace juglonu, ve které byl kultivován druhý a pátý vzorek, má vliv 
na produkci superoxidového anion radikálu. Desetinásobné množství juglonu zvýšilo 
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produkci superoxidového anion radikálu téměř 1,1krát. 
Třetí a šestý vzorek, které měli stejnou koncentraci benzoátu sodného, ale lišily se 
rozdílnou koncentrací juglonu, měly vliv na produkci superoxidu. Desetinásobné 
množství juglonu zvýšilo produkci superoxidového anion radikálu přibližně 1,1krát.  
Stejný závěr platí i pro čtvrtý a sedmý vzorek. Byly kultivovány o různé 
koncentraci juglonu za přítomnosti peroxidu vodíku. Vyšší koncentrace juglonu zvýšila 
výtěžnost superoxidového anion radikálu takřka 1,2krát.  
Rozdíl obsahu superoxidového anion radikálu mezi kořenovou a nadzemní částí je 
z grafu na obr. 8.10 na první pohled patrný. V případě prvních čtyř vzorků obsah 
superoxidu byl 1,3krát vyšší v nadzemní části vzhledem ke kořenové. U pátého, šestého 
a sedmého vzorku, ve kterých bylo množství juglonu desetinásobné, byl obsah 
superoxidu 1,2krát vyšší v listové části na rozdíl od kořenové.  
Na závěr se dá prohlásit, že pro zvýšení výtěžnosti superoxidového anion radikálu 
je nutné kultivovat rostlinu v roztoku juglonu a s přídavky chemických látek, které 
výtěžnost zajistí. Benzoát sodný obsah superoxidového anion radikálu snižuje, naopak 
peroxid vodíku ji zvyšuje. 
 
8.4 Analýza souboru dat reaktivní formy dusíku 
U 7 rostlinných vzorků kořene a nadzemní části byly provedeny 3 měření se záměrem 
zjištění obsahu RNS v daném rostlinném materiálu. Z naměřených dat byl vypočten 
průměr a směrodatná odchylka, viz tab. 8.6. K následující analýze byly použity hodnoty 
průměru.  
 
Byla formulována nulová a alternativní hypotéza, aby se ověřila normalita dat: 
H0: Proměnná je normálně rozložena. 























1 1,370 0,10 2,266 0,19 
2 1,239 0,03 2,427 0,24 
3 1,315 0,02 2,515 0,12 
4 1,709 0,11 3,002 0,05 
5 2,181 0,06 3,529 0,15 
6 1,834 0,08 2,758 0,08 
7 4,078 0,12 4,202 0,16 
 
V programu Statistica 10.0 byly vytvořeny histogramy pro proměnné kořen a 
nadzemní část. Kvůli malému množství dat byl zvolen Shapiro-Wilksův test. 
 
Histogram z kořen
Zea mays juglon 3v*7c
kořen = 7*0,5*normal(x; 1,9608; 0,9913)





















 kořen:   SW-W = 0,7456; p = 0,0114
 
Obr. 8.11: Histogram pro proměnnou kořen. 
Z grafu na obr. 8.11 lze vyčíst, že p-hodnota je menší než hladina významnosti α, 
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symbolicky p = 0,0114 < 0,05, nulová hypotéza H0 je zamítnuta. Spojitá proměnná 
kořen není normálně rozložena.  
 
Histogram z nadzemní část
Zea mays juglon 3v*7c
nadzemní část = 7*0,2*normal(x; 2,9569; 0,6919)




















 nadzemní část:   SW-W = 0,9012; p = 0,3380
 
Obr. 8.12: Histogram pro proměnnou nadzemní část. 
Z grafu na obr. 8.12 lze odečíst p = 0,3380 > 0,05, nulová hypotéza H0 není 
zamítnuta. Spojitá proměnná nadzemní část je normálně rozložena.  
K statistickému testování byla použita neparametrická Spearmenova korelace, 
jelikož jedna z proměnných nebyla normálně rozložena. Byly formulovány hypotézy:  
 
H01: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem RNS získaného z kořene není statisticky 
významný rozdíl. 
HA1: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem RNS získaného z kořene je statisticky 
významný rozdíl. 
 
H02: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem RNS získaného z nadzemní části vzorku 
není statisticky významný rozdíl. 
HA2: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem RNS získaného z nadzemní části vzorku 
je statisticky významný rozdíl. 
 49 
H03: Mezi obsahem RNS získaného z nadzemní části a kořenové části vzorku není 
statisticky významný rozdíl. 
HA3: Mezi obsahem RNS získaného z nadzemní části a kořenové části vzorku je 
statisticky významný rozdíl. 
Po stanovení hypotéz byla programem vypočtena neparametrická Spearmanova 
korelace, jak je zobrazeno v tab. 8.7. 
Tab. 8.7: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 
vzorek kořen nadzemní část 
vzorek 1,000000 0,857143 0,892857 
kořen 0,857143 1,000000 0,857143 
nadzemní část 0,892857 0,857143 1,000000 
 
Z tabulky vyplývá, že nulová hypotéza H01, H02, H03 byla zamítnuta ve všech třech 
formulovaných výzkumných otázkách. Platí tedy, že mezi rostlinnými vzorky a 
obsahem RNS získaného z kořene a z nadzemní části je statisticky významný rozdíl.  





Obr. 8.13: Spearmanovy korelace.  
Matice odlehlých bodů na obr. 8.13 vyjadřuje významné korelace mezi všemi 
proměnnými. Proměnné vzorek, kořen a nadzemní část mezi sebou korelují. Některé 
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hodnoty jsou více či méně odlehlé a prezentují tak silnější či slabší vztah mezi 
proměnnými.  
Závislost produkce RNS jednotlivých vzorků v kořenové a nadzemní části.
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  

























Obr. 8.14: Graf závislosti produkce RNS. 
Z grafu na obr. 8.14 lze vyčíst, že preparát nadzemní části rostliny kontrolního 
vzorku produkoval nejmenší množství oxidu dusného. Zvýšená produkce RNS byla u 
dalších vzorků kultivovaných v roztocích juglonu a s modulátory oxidativního stresu. 
Kořenová část druhého a třetího vzorku vykazovala nižší obsah RNS vzhledem ke 
kontrolnímu vzorku. Zbylé vzorky produkovaly více RNS než vzorek kontrolní. 
Druhý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o koncentraci 1 µM. Třetí vzorek 
byl kultivován v roztoku o stejné koncentraci juglonu za přítomnosti benzoátu sodného. 
Benzoát sodný v předchozích diskuzích měl vliv na redukci produkce ROS. Zde nastala 
situace opačná a třetí vzorek produkoval více RNS. Benzoát sodný měl vliv na zvýšení 
1,1krát obsahu RNS v kořenu a 1,04krát v nadzemní části. Díky přítomnosti peroxid 
vodíku v roztoku, kde byla rostlina kultivována, se zvýšila produkce RNS ve čtvrtém 
vzorku 1,4krát v kořenu a 1,2krát v listu vzhledem k druhému vzorku. 
Pátý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o molární koncentraci 10 µM. U 
šestého vzorku, který byl kultivován o stejné koncentraci juglonu a za přítomnosti 
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benzoátu sodného, se snížila produkce RNS. Z předchozích tvrzení plyne, že by benzoát 
sodný měl snižovat oxidativní stres, a proto se dá předpokládat, že nastala chyba během 
měření druhého či třetího vzorku. Naměřená data druhého, příp. třetího vzorku mohla 
být ovlivněna chybou lidského faktoru, měřením, eventuálně rostlinným materiálem.  
Různá koncentrace juglonu u druhého a pátého vzorku nesla významnou informaci 
o snížení/zvýšení oxidativního stresu. Desetinásobná koncentrace juglonu zvýšila u 
pátého vzorku produkci RNS 1,8krát v kořenu a 1,5krát v nadzemní části vzhledem 
k druhému vzorku.  
Třetí a šestý vzorek byly kultivovány za přítomnosti benzoátu sodného o různých 
koncentracích juglonu. Šestý vzorek vykazoval vyšší produkci RNS. Čtvrtý a sedmý 
vzorek byly kultivovány za přítomnosti peroxidu vodíku o různých koncentracích 
juglonu. Sedmý vzorek vykazuoval vyšší produkci RNS. 
Rozdíl RNS v kořenové a nadzemní části byl přibližně 1,7násobný, pouze 
v případě posledního vzorku je rozdíl asi 1,03násobný. 
 
8.5 Analýza souboru dat MDA 
Z naměřených dat byl vypočten průměr a směrodatná odchylka, viz tab. 8.8. 
K následující analýze byly použity hodnoty průměru.  
















1 8,678 0,17 15,115 0,13 
2 9,278 0,08 15,789 0,50 
3 8,913 0,09 14,511 0,66 
4 14,990 0,73 18,519 0,37 
5 10,451 0,69 17,428 0,52 
6 10,638 0,56 15,776 0,45 
7 24,743 1,54 25,809 5,30 
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U sedmého vzorku je značně vysoká směrodatná odchylka, což může zkreslit 
výsledky týkající se posledního vzorku. Byla formulována nulová a alternativní 
hypotéza, aby se ověřila normalita dat. Byl zvolen Shapiro-Wilksův test. 
H0: Proměnná je normálně rozložena. 
HA: Proměnná není normálně rozdělena.  
Histogram z kořen
Zea may s juglon 3v *7c
kořen = 7*2*normal(x; 12,5273; 5,7968)





















 kořen:   SW-W = 0,7195; p = 0,0060
 
Obr. 8.15: Histogram pro proměnnou kořen. 
Z grafu na obr. 8.15 lze vyčíst, že p = 0,006 < 0,05, nulová hypotéza H0 je 
zamítnuta. Spojitá proměnná kořen není normálně rozložena.  
Histogram z nadzemní část
Zea mays juglon 3v*7c
nadzemní část = 7*1*normal(x; 17,5641; 3,8854)





















 nadzemní část:   SW-W = 0,7614; p = 0,0167
 
Obr. 8.16: Histogram pro proměnnou nadzemní část. 
Z grafu na obr. 8.16 lze odečíst p = 0,0167 < 0,05, nulová hypotéza H0 je 
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zamítnuta. Spojitá proměnná nadzemní část není normálně rozložena.  
H01: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem MDA získaného z kořene není statisticky 
významný rozdíl. 
HA1: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem MDA získaného z kořene je statisticky 
významný rozdíl. 
 
H02: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem MDA získaného z nadzemní části vzorku 
není statisticky významný rozdíl. 
HA2: Mezi rostlinnými vzorky a obsahem MDA získaného z nadzemní části vzorku 
je statisticky významný rozdíl. 
 
H03: Mezi obsahem MDA získaného z nadzemní části a kořenové části vzorku není 
statisticky významný rozdíl. 
HA3: Mezi obsahem MDA získaného z nadzemní části a kořenové části vzorku je 
statisticky významný rozdíl.  
K statistickému testování byla použita Spearmenova korelace. 
Tab. 8.9: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 
vzorek kořen nadzemní část 
vzorek 1,000000 0,698132 0,607143 
kořen 0,698132 1,000000 0,857143 
nadzemní část 0,607143 0,857143 1,000000 
 
Červeně označené hodnoty jsou statisticky významné korelace na hladině 
významnosti α. Z tabulky vyplývá, že nulová hypotéza H03 je zamítnuta. Mezi obsahem 
MDA získaného z nadzemní části a kořenové části vzorku je statisticky významný 
rozdíl. První a druhá stanovená výzkumná otázka nezamítá nulovou hypotézu H01, H02 a 
platí, že mezi rostlinnými vzorky a obsahem MDA získaného z nadzemní části vzorku 
není statisticky významný rozdíl. Mezi rostlinnými vzorky a obsahem MDA získaného 
z kořene není statisticky významný rozdíl. 
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Obr. 8.17: Matice bodových grafů. 
Obr. 8.17 zobrazuje korelace mezi proměnnými kořen a nadzemní část.  
Závislost produkce MDA jednotlivých vzorků v kořenové a nadzemní části.
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  
































Obr. 8.18: Graf závislosti produkce MDA v jednotlivých vzorcích. 
První vzorek byl kontrolní a vzhledem k ostatním vzorkům obsahoval nejmenší 
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množství MDA. 
Druhý vzorek byl kultivován v roztoku se 1 µM juglonu. Třetí vzorek byl 
kultivován za přítomnosti benzoátu sodného o stejné koncentraci juglonu jako druhý 
vzorek. Benzoát sodný snižusnížil produkci MDA. Množství MDA kleslo vzhledem k 
druhému vzorku 1,04krát v kořenu a 1,09 krát v nadzemní části. Čtvrtý vzorek byl 
kultivován za přítomnosti peroxidu vodíku o stejné koncentraci juglonu jako druhý 
vzorek. Naměřené množství MDA ve čtvrtém vzorku bylo 1,62násobně vyšší vzhledem 
ke druhému vzorku.   
Pátý, šestý a sedmý vzorek byl kultivován v roztoku s 10 µM koncentrací juglonu. 
Šestý vzorek kořenové části, který byl kultivován za přítomnosti benzoátu sodného, 
vykazuje mírně zvýšenou produkci MDA vzhledem k pátému vzorku. Jelikož benzoát 
sodný, jak z předchozích závěrů plyne, snižuje produkci látek způsobujících oxidativní 
stres, lze předpokládat, že tento závěr je mylný a během měření se stala chyba. Naopak 
u nadzemní části šestého vzorku je produkce MDA 1,1krát nižší oproti pátému vzorku. 
U sedmého vzorku, který byl kultivován za přítomnosti peroxidu vodíku, se zvýšila 
výtěžnost MDA, což se dá pokládat za správný závěr, jelikož kultivace za přítomnosti 
peroxidu vodíku u vzorků produkci látek způsobujících oxidativní stres zvyšuje. 
Nicméně naměřená data měla velmi vysokou směrodatnou odchylku, tak se dá 
domnívat, že výsledek je zkreslen. Může to být zapříčiněno chybou lidského faktoru, 
chybou měření, použitým biologickým materiálem. 
Pátý vzorek, který byl kultivován v roztoku s 10krát vyšší koncentrací juglonu, 
obsahuje 1,1krát vyšší množství MDA oproti druhému vzorku. Zvýšená koncentrace 
juglonu v roztoku zapříčinila značnější produkci MDA v rostlinné buňce. 
Rozdíl množství MDA v kořenu a nadzemní části byl značný. Množství MDA 
v nadzemní části bylo u prvního, druhého a pátého vzorku 1,7krát vyšší, u třetího 
vzorku 1,6krát vyšší než v kořenu. Množství MDA v nadzemní části u čtvrtého vzorku 
bylo 1,2krát vyšší, u šestého vzorku je 1,5krát vyšší a u sedmého vzorku je 1,04krát 
vyšší než v kořenu.  
 
8.6 Analýza souboru dat kořenová část 
Tato část zkoumá množství obsažených látek v kořenu. Z předchozích analýz bylo 
zjištěno, že spojité proměnné peroxid a RNS nejsou normálně rozloženy. Spojité 
proměnné superoxid a MDA jsou normálně rozloženy. Byly formulovány hypotézy:  
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H0: Mezi obsaženými látkami v kořenové části není statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi obsaženými látkami v kořenové části je statisticky významný rozdíl. 
K statistickému testování byla použita neparametrická Spearmenova korelace, jak 
je zobrazeno v tab. 8.10 a na obr. 8.19. 
Tab. 8.10: Spearmanova korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 peroxid superoxid RNS MDA 
peroxid 1,000000 0,988157 0,750000 0,964286 
superoxid 0,988157 1,000000 0,750000 0,964286 
RNS 0,750000 0,750000 1,000000 0,714286 
MDA 0,964286 0,964286 0,714286 1,000000 
 
Z tabulky vyplývá, že mezi proměnnými peroxid – superoxid, MDA – peroxid, 
MDA – superoxid existují podstatné korelace. Zamítá se nulová hypotéza a platí, že 
mezi obsaženými látkami v kořenové části je statisticky významný rozdíl.  






Obr. 8.19: Matice bodových grafů. 
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Závislost obsahu superoxidu, MDA a RNS
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  































Obr. 8.20: Graf závislosti obsahu peroxidu vodíku, superoxidu, MDA a RNS. 
Obr. 8.20 zachycuje vztahy ROS, RNS a MDA v kořenu. Je nutno podotknout, že 
stanovení obsahu peroxidu vodíku bylo v jednotkách µmol.g-1FW. Po převedení hodnot 
peroxidu vodíku do jednotky nano a vykreslení grafu, zcela zanikl rozdíl mezi ostatními 
sledovanými látkami. Z toho důvodu byl kvůli porovnání obsahu látek mezi sebou 
sestrojen graf z proměnných superoxid, MDA a RNS. Dá se konstatovat, že v kořenu 
bylo nejmenší množství RNS, nepatrně zvýšené množství MDA, podstatně vysoký 
obsah superoxid anion radikálu a téměř 1000krát vyšší obsah peroxidu vodíku. Vůči 
RNS byl obsah MDA 6,6násobný, obsah superoxidového anion radikálu u prvních tří 
vzorků 30násobný, u dalších tří vzorků 18násobný a u posledního vzorku 10násobný.  
 
8.7 Analýza souboru dat nadzemní část 
Tato část zkoumala obsah ROS, RNS a MDA obsažených v listové a stonkové části. 
Z předchozích analýz bylo zjištěno, že spojitá proměnná peroxid není normálně 
rozložena. Spojitá proměnná superoxid je normálně rozložena. Spojitá proměnná RNS je 
normálně rozložena. Spojitá proměnná MDA je normálně rozložena. Byly formulovány 
výzkumné otázky ve formě nulové a alternativní statistické hypotézy:  
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H0: Mezi množstvím obsažených látek v nadzemní části není statisticky významný 
rozdíl. 
HA: Mezi množstvím obsažených látek v nadzemní části je statisticky významný 
rozdíl. 
K statistickému testování byla použita Spearmenova korelace, viz tab. 8.11. 
Tab. 8.11: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 peroxid superoxid RNS MDA 
peroxid 1,000000 0,750000 0,607143 0,821429 
superoxid 0,750000 1,000000 0,857143 0,964286 
RNS 0,607143 0,857143 1,000000 0,785714 
MDA 0,821429 0,964286 0,785714 1,000000 
 






Obr. 8.21: Korelace. 
Na obr. 8.21 jsou zobrazeny korelace mezi látkami obsaženými v nadzemní části 
rostliny. Z tab. 8.10 lze vyčíst významné korelace mezi proměnnými MDA – peroxid, 
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MDA – superoxid, MDA – RNS a RNS – MDA. Byla zamítnuta nulová hypotéza a 
potvrdilo se, že mezi množstvím obsažených látek v nadzemní části je statisticky 
významný rozdíl. Výsledky lze znázornit graficky pomocí bodového grafu na obr. 8.22.  
Závislost obsahu superoxidu, MDA a RNS
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  





























Obr. 8.22: Graf závislosti obsahu superoxidu, MDA a RNS v nadzemní části. 
I zde byla řešena otázka ohledně jednotek. Peroxid vodíku nebyl zahrnut do grafu 
z důvodu 1000krát vyšším obsahu vzhledem k ostatním látkám. Z grafu vyplývá, že 
v nadzemní části bylo výraznější množství superoxidového anion radikálu vzhledem k 
ostatním testovaným látkám. Nejnižší obsah v nadzemní části měly reaktivní formy 
dusíku. Vzhledem k RNS je množství MDA vyšší téměř 6krát a množství superoxid 








9 ZPRACOVÁNÍ OBRAZŮ 
 
Pomocí fluorescenčního mikroskopu byly pořízeny obrazy kořene Zea mays L. 
Vizualizace ROS, RNS a MDA v buňkách byla zprostředkována použitím různých 
fluoroforů. Pořízené snímky byly zpracovány v programovém prostředí MATLAB 
7.6.0.324 verze R2008a. 
9.1 Stanovení intenzity fluorescence 
U snímků pořízených fluorescenčním mikroskopem bylo stanovováno množství 
vyzářené fluorescence. K tomu byl vytvořen m-file analyza_obrazu.m, který provádí 
výpočet. Výpočet je založen na vyříznutí části obrazu, ve kterém je vypočten průměr 
všech složek představující intenzitu fluorescence.  
V prvním kroku byl načten libovolný obrázek (může mít jakýkoliv formát). Ukázka 
načteného obrazu je na obr. 9.1. 
[nazev_souboru,cesta_k_souboru]=uigetfile({... 
    '*.jpg;*.jpeg;*.jpe;*.jfif','JPEG (*.jpg,*.jpeg,*.jpe,*.jfif)';... 
    '*.bmp;*.dib','Rastrový obrázek (*.bmp,*.dib)';... 
    '*.gif','GIF (*.gif)';... 
    '*.tif;*.tiff','TIFF (*.tif,*.tiff)';... 
    '*.png','PNG (*.png)';... 
    '*.bmp;*.dib;*.jpg;*.jpeg;*.jpe;*.jfif;*.gif;*.tif;*.tiff;*.png',     
'All Image Files';... 
    '*.*','All Files'}); 
  
obraz = imread([cesta_k_souboru,nazev_souboru]); % načtení obrazu  
 
 
Obr. 9.1: Načtení originálního obrazu. 
 
Original Vyřez
Červená složka Zelená složka Modrá složka
Šedotónový obr.
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Pořízené snímky jsou ve formátu RGB, v MATLABu je obraz zobrazen v matici, 
která je složena z řádků, sloupců a jednotlivé barevné složky červené, zelené nebo 
modré. V načteném obraze byla vybrána oblast zájmu, ve které probíhala analýza. 
Výřez obrazu je znázorněn na obr. 9.2. 
[radky sloupce barev] = size(obraz);  % zjištění velikosti obrazu  
maska_obrazu = roipoly(obraz);    % výběr části obrazu  
close 1 % zavření okna pro výběr části obrazu 
 
 
Obr. 9.2: Výřez obrazu. 
Průměrnou hodnotu intenzity fluorescence obrazu ve formátu RGB lze spočítat 
jako průměr červené složky, průměr modré složky, průměr zelené složky a dané 
hodnoty pak zprůměrovat. Jelikož je výřez vybrané oblasti na obr. 9.2 převážně 
červený, je průměr červené složky největší. Aby výsledek nebyl zkreslený, byl 
zpracovávaný obraz vždy převeden na šedotónový, jak je naznačeno na obr. 9.3. 
obraz_RGB = rgb2gray(obraz);  % převedení do šedotónového formátu 
 
 
Obr. 9.3: Šedotónový obraz. 
 
Original Vyřez
Červená složka Zelená složka Modrá složka
Šedotónový obr.
Original Vyřez
Červená složka Zelená složka Modrá složka
Šedotónový obr.
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Proměnná k1 označuje jednotlivé barevné složky. V cyklu for je vstupní obraz 
vynásoben maskou obrazu. Všechny nevybrané oblasti budou nulové.  
for k1 = 1:barev  % výpočet vybrané oblasti pro formát RGB 
    obraz_orez(:,:,k1)= obraz(:,:,k1).*maska_obrazu;  
end 
 
Následuje převedení hodnot pixelů typu double na typ uint8 kvůli vykreslení. 
Datový typ double obsahuje reálná 64-bitová čísla ve dvojkové soustavě. Uint8 převádí 
hodnoty pixelu typu double na celá kladná 8-bitová čísla.  
obraz_RGB_orez = uint8(obraz_orez); % převedení do formátu uint8 
obraz_GRAY_orez = rgb2gray(uint8(obraz_orez));    % převedení výřezu 
do šedotónového formátu 
 
Dvojitým kliknutím na vybranou oblast se spustí analýza.  
vyber_vektor_GRAY = zeros(1,(sum(sum(maska_obrazu)))); % 
předdefinování pomocné proměnné pro šedotónový výřez 
pom = 0; % pomocná proměnná bez nulových hodnot 
 
Pomocí dvou cyklů for a jednoho cyklu if se pomocné proměnné seřadí tak, aby 
nebyly v matici obsaženy i pozice, které nejsou ve výřezu.  
for k2 = 1:radky  % prohledávání všech řádků  
    for k3 = 1:sloupce    % prohledávání všech sloupců  
        if maska_obrazu(k2,k3) == 1   % když je maska výřezu na daném 
řádku a sloupci rovna nule, potom dojde ke zkopírování hodnot do 
pomocné proměnné  
  . 
. 
. 
vyber_vektor_GRAY(1,pom) = obraz_GRAY_orez(k2,k3,:);      
    end 
    end 
end 
 
Výpočet průměrného obsah intenzity fluorescence v šedotónovém formátu.  
prum_GRAY = mean(vyber_vektor_GRAY(1,:));  
 
9.2 Intenzita fluorescence peroxidu vodíku 
Detekce peroxidu vodíku byla provedena pomocí enzymového substrátu Amplex 
UltraRed. I přesto, že primárně bývá Amplex UltraRed aplikován v enzymatických 
testech (např. ELISA), je také často používán pro detekci produkce peroxidu vodíku 
v izolovaných mitochondriích a buněčných kulturách. Činidlo Amplex UltraRed nabízí 
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vysokou výtěžnost fluorescence a zvýšenou citlivost na peroxidázu vázanou 
v enzymech. Činidlo Amplex UltraRed je nefluorescenční, s peroxidem vodíku reaguje 
za vzniku jasně fluoreskujícího reakčního produktu. Fluorescence oxidovaného Amplex 
UltraRed činidla je méně citlivá na pH a jeho produkt vykazuje vyšší stabilitu 
v přítomnosti peroxidu vodíku nebo thiolů [22], [28]. Ukázka fluorescence viz obr. 9.4.  
Snímky byly pořizovány nejen s příslušným filtrem, ale byly použity také další 
emisní filtry pro porovnání, zda daná fluorescenční sonda/značka ovlivňuje emisi také v 
jiných oblastech. Použitými filtry byly DAPI, TRITC a FITC, viz tab. 9.1.  
Tab. 9.1: Charakteristiky fluorescenčních filtrů. 
 absorpční 
maximum   
[nm] 
emisní    
maximum    
[nm] 
molekulová 





Amplex UltraRed 568 581 - permeabilní 
DAPI 358 461 350,25 
semi-
permeabilní 
FITC 494 521 389,38 permeabilní 
TRITC 555 580 443,52 permeabilní 
DHE 518 605 315,42 permeabilní 
CellROX 644 665 - permeabilní 
DAN 365 415 158,2 permeabilní 
 
 
Obr. 9.4: Detekce peroxidu vodíku, 4. vzorek, Amplex UltraRed. 
Fluorescenční sonda DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) patří mezi fluorescenční 
sondy a váže se ke struktuře nekovalentní vazbou. DAPI interkaluje do oblasti velkého 
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žlábku DNA a po excitaci UV zářením emituje v modré oblasti [6], [23]. Ukázka 
fluorescence příčného řezu kořene viz obr. 9.5.  
 
 
Obr. 9.5: Detekce peroxid vodíku, 2. vzorek, DAPI. 
FITC (fluorescein-5-isothiokyanát) patří mezi fluorescenční značky a váže se 
kovalentní vazbou. Vykazuje emisi v zelené oblasti. Ukázka fluorescence na obr. 9.6. 
FITC bývá často používán při konjugaci se sekundární protilátkou při 
imunofluorescenci. Nevýhodou FITC je, že jeho citlivost je značně ovlivněna hodnotou 
pH. Další nevýhodou všech derivátů fluoresceinu je jejich poměrně snadná 
fotodestrukce. Fluorescein se vyskytuje ve dvou formách – chinoidní a laktonové. 
Chinoidní forma fluoresceinu je tmavě červený, krystalický prášek, zatímco laktonová 
forma je žlutý, nekrystalický prášek [6], [24]. 
 
 




Obr. 9.7: Detekce peroxid vodíku, 4. vzorek, TRITC. 
TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanát) patří mezi fluorescenční značky a 
váže se kovalentní vazbou. Vykazuje emisi v červené oblasti. Ukázka fluorescence na 
obr. 9.7. Bývá často využíváno spárování TRITC a FITC k dvojímu označení. Komplex 




Obr. 9.8: Příklad výběru úseku pro analýzu: 3. vzorek, fluorofor FITC. Vlevo nahoře – výřez 
celého segmentu, vlevo dole – výřez endodermis, vpravo dole – výřez oblasti primární kůry, 
vpravo nahoře – výřez oblasti středního válce.  
Podbarvený cytosol byl sledován fluorescenčním mikroskopem. Byly nasnímány 
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obrazy preparátů příčného řezu kořenem kukuřice seté a pomocí obrazové analýzy byla 
určena intenzita fluorescence. Analýza byla rozdělena do dvou částí. V první části byl 
zjišťován vzájemný vztah mezi daty ze spektrofotometrie a analýzy obrazu. K tomu 
bylo zapotřebí analyzovat úsek celého segmentu obrazu příčného řezu kořene. V druhé 
části byly vyhodnocovány jednotlivé struktury zvlášť. Byla měřena intenzita 
fluorescence v primární kůře kořene, v endodermis a v části středního válce, jak je 
zobrazeno na obr. 9.8.  
Naměřené hodnoty intenzity fluorescence peroxidu vodíku byly zpracovány 
v programu Statistica 10.0 podobně jako v předchozí kapitole, avšak analýza nebyla 
uvedena stejně detailně. Nebyly zde vloženy histogramy, ale závěr, zda data jsou, příp. 
nejsou normálně rozložena.  
 
9.2.1 Komparace dat ze spektrofotometrie a analýzy obrazu 
Tato část se věnovala vzájemnému vztahu mezi daty ze spektrofotometrie a 
analýzy obrazu. V tab. 9.2 jsou hodnoty obsahu peroxidu vodíku získaných ze 
spektrofotometrie a hodnoty intenzity fluorescence za použití různých filtrů.  
Tab. 9.2: Intenzita fluorescence a obsah detekovaného peroxidu vodíku. 






DAPI FITC TRITC 
1 8,803 1,971 22,016 5,269 9,752 
2 8,324 9,044 16,657 12,422 12,708 
3 6,308 4,953 13,478 6,114 8,182 
4 39,992 11,244 44,199 28,926 28,123 
5 38,563 8,106 18,049 13,789 13,315 
6 18,006 6,019 4,727 3,553 4,767 




Všechna data jsou spojité proměnné. Všechny proměnné jsou normálně rozloženy. 
Stanoví se hypotézy. 
 
H0: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence peroxid vodíku není statisticky 
významný rozdíl. 
HA: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence peroxid vodíku je statisticky 
významný rozdíl. 
 
Všechny proměnné byly normálně rozloženy, k analýze se použila parametrická 
Pearsonova korelace, viz tab. 9.3. 
 
Tab. 9.3: Pearsonova korelace. Označ. korelace jsou významné na hlad. p < 0,05. 
 Amplex 
UltraRed 
DAPI FITC TRITC obsah 
Amplex 
UltraRed 
1,000000 0,789315 0,482031 0,650609 0,668046 
DAPI 0,789315 1,000000 0,346623 0,584642 0,615388 
FITC 0,482031 0,346623 1,000000 0,895596 0,943069 
TRITC 0,650609 0,584642 0,895596 1,000000 0,976969 
obsah 0,668046 0,615388 0,943069 0,976969 1,000000 
 
Byla zamítnuta nulová hypotéza H0. Mezi obsahem a intenzitou fluorescence 
peroxidu vodíku je statisticky významný rozdíl. Existují významné korelace mezi 
proměnnými obsah – FITC, obsah – TRITC, dále pak mezi filtry TRITC – FITC a DAPI 
– Amplex UltraRed. Grafické znázornění závislosti intenzity fluorescence na obsahu 
peroxidu vodíku viz obr. 9.9. 
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Závislost intenzity fluorescence na obsahu peroxidu vodíku 
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  



















































Obr. 9.9: Graf závislosti intenzity fluorescence na obsahu peroxidu vodíku. 
První vzorek dosahoval nejvyšší intenzity fluorescence za použití FITC emisního 
filtru.  
Druhý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu, třetí a čtvrtý vzorek s přídavky 
benzoátu sodného a peroxidu vodíku. Benzoát sodný snížil produkci peroxidu vodíku, 
s čímž souvisí také snížená emise u třetího vzorku na rozdíl od druhého vzorku. Peroxid 
vodíku zvýšil koncentraci peroxidu vodíku ve čtvrtém vzorku vzhledem ke druhému 
vzorku, s čímž souvisí i zvýšená intenzita fluorescence. Nejvyšší intenzita fluorescence 
u prvních tří vzorků byla za použití FITC emisního filtru. U čtvrtého vzorku nejvyšší 
intenzitu fluorescence zajistily filtry FITC a Amplex UltraRed. 
Pátý, šestý a sedmý vzorek byly kultivovány v 10krát vyšší koncentraci juglonu, 
šestý vzorek včetně benzoátu sodného, sedmý vzorek včetně peroxidu vodíku. Platí zde 
stejný závěr jako u třetího a čtvrtého vzorku. Benzoát sodný inhiboval produkci 
peroxidu vodíku, s tím souvisí i snížená intenzita fluorescence vzhledem k pátému 
vzorku. Peroxid vodíku zvýšil obsah peroxidu vodíku, tomu odpovídá zvýšená intenzita 
fluorescence vzhledem k pátému vzorku. U pátého, šestého a sedmého vzorku 
jednoznačně nejvyšší intenzitu fluorescence umožnil filtr Amplex UltraRed. 
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Pátý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o koncentraci 10krát vyšší než druhý 
vzorek. Zvýšená koncentrace juglonu korelovala se zvýšeným obsahem peroxidu 
vodíku. Zvýšená intenzita fluorescence se nejvíce projevila u pátého vzorku za použití 
Amplex UltraRed emisního filtru. Zbývající filtry zvýšenou intenzitou fluorescence 
nevynikaly. 
Nejnižší intenzitu fluorescence ze všech použitých emisní filtrů vykazovalo 
sledování preparátu DAPI emisním filtrem. 
Obsah peroxidu vodíku v kořenu souvisí s intenzitou fluorescence.  
 
9.2.2 Analýza jednotlivých struktur příčného řezu kořene 
Jednotlivé struktury kořene byly vyhodnocovány samostatně.  
Navrženým programem v MATLABu byla měřena intenzita fluorescence 
v primární kůře, endodermis a v části středního válce (tab. 9.4 a 9.5). 
 
Tab. 9.4: Intenzita fluorescence detekovaného peroxidu vodíku. 
 
intenzita fluorescence                                                                                               
[AU] 











1 7,289 15,484 11,604 1,152 4,191 2,914 
2 4,640 26,644 12,701 3,859 22,213 14,504 
3 5,616 10,625 7,259 2,047 9,626 8,024 
4 38,257 68,336 34,061 4,091 30,438 14,139 
5 36,694 50,119 36,562 2,294 14,427 13,001 
6 13,178 38,522 22,737 2,552 10,104 8,643 





Tab. 9.5: Intenzita fluorescence detekovaného peroxidu vodíku. 
 













1 28,543 24,882 16,847 5,851 5,623 4,660 
2 14,689 21,185 17,334 11,056 19,482 12,017 
3 9,048 18,877 22,658 6,016 9,538 7,089 
4 64,049 45,594 22,539 32,325 32,968 17,022 
5 17,159 16,410 9,731 11,733 13,552 7,716 
6 4,388 9,186 4,507 3,543 8,661 2,972 
7 21,397 18,204 11,496 13,892 16,592 8,303 
 
Všechna data jsou spojité proměnné. Spojité proměnné primární kůra Amplex 
UltraRed, primární kůra DAPI, primární kůra TRITC není normálně rozložena. 
Proměnné endodermis Amplex UltraRed, střední válec Amplex UtraRed, endodermis 
DAPI, střední válec DAPI primární kůra FITC, endodermis FITC, střední válec FITC, 
endodermis TRITC, válec TRITC je normálně rozložena., proměnná válec TRITC je 
normálně rozložena.  
Proměnné endodermis a střední válec jsou normálně rozloženy u všech filtrů, a 
proto se použila Pearsonova korelace. Pro srovnání s proměnnou primární kůra se 
použila Spearmanova korelace. Byly stanoveny hypotézy.  
 
H01: Mezi intenzitou fluorescence peroxidu vodíku v endodermis a středním válci 
kořene není statisticky významný rozdíl. 
HA1: Mezi intenzitou fluorescence peroxid vodíku v endodermis a středním válci 
kořene je statisticky významný rozdíl. 
 
Data mají normální rozložení, proto byla použita Pearsonova korelace, viz tab. 9.5. 
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0,101 0,9439 1 0,792 0,6990 -0,383 0,4223 0,2437 
válec 
DAPI 
0,065 0,7788 0,7926 1 0,8969 -0,133 0,5476 0,4563 
endod. 
DAPI 
0,471 0,8184 0,6990 0,896 1 0,1576 0,8394 0,7591 
válec 
FITC 
0,720 -0,237 -0,383 -0,133 0,1576 1 0,4170 0,6144 
endod. 
TRITC 
0,783 0,6670 0,4223 0,547 0,8394 0,4170 1 0,9585 
válec 
TRITC 
0,827 0,4779 0,2437 0,456 0,7591 0,6144 0,9585 1 
 
Z tabulky vyplývá, že existují významné korelace mezi intenzitou fluorescence 
v endodermis a ve středním válci kořene preparátu.  
 
H02: Mezi intenzitou fluorescence peroxidu vodíku v primární kůře, endodermis a 
středním válci není statisticky významný rozdíl. 
HA2: Mezi intenzitou fluorescence peroxidu vodíku v primární kůře, endodermis a 
středním válci je statisticky významný rozdíl. 
 
Data nemají normální rozložení, proto byla použita neparametrická statistika – 
Spearmanova korelace, viz tab. 9.4. 
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0,8571 0,9642 1,0000 0,7142 0,7857 0,7142 0,6428 0,4642 0,3928 
kůra 
DAPI 0,5714 0,8214 0,7142 1,0000 0,9642 0,9285 0,6785 0,7857 0,6785 
endo. 
DAPI 0,6071 0,8571 0,7857 0,9642 1,0000 0,9642 0,8214 0,8571 0,7857 
válec 




TRITC 0,6071 0,7142 0,6428 0,6785 0,8214 0,7142 1,0000 0,8571 0,8928 
endo. 
TRITC 0,2857 0,5714 0,4642 0,7857 0,8571 0,8214 0,8571 1,0000 0,9642 
válec 
TRITC 0,2500 0,5000 0,3928 0,6785 0,7857 0,7500 0,8928 0,9642 1,0000 
 
Z tabulky vyplývá, že existují významné korelace mezi intenzitou fluorescence 
v jednotlivých segmentech preparátu kořene. Byla zamítnuta nulová hypotéza H02. Mezi 
intenzitou fluorescence peroxidu vodíku v primární kůře, endodermis a středním válci je 
statisticky významný rozdíl. 
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Závislost intenzity fluorescence ve středním válci, endodermis a primární kůře pro různé vzorky.
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  


































 střední válec TRITC
 
 Obr. 9.10: Bodový graf závislosti intenzity fluorescence ve středním válci, endodermis a 
primární kůře pro různé vzorky. 
Graf se na první pohled může jevit značně nepřehledně, ale dají se z něj vyčíst 
podstatné informace mezi různými vztahy.  
Primární kůra, endodermis i střední válec kontrolního vzorku byly nejlépe 
zobrazeny použitím FITC emisního filtru, který ze všech použitých filtrů vykazuje 
nejvyšší intenzitu fluorescence pro dané segmenty kořene.  
Ve druhém vzorku byla primární kůra zobrazena nejlépe použitím FITC emisního 
filtru. Endodermis byl nejlépe zobrazen použitím Amplex UltraRed emisního filtru. 
Střední válec byl nejlépe zobrazen za použití FITC emisního filtru.  
Ve třetím vzorku byla primární kůra zobrazena nejlépe za použití FITC, Amplex 
UltraRed nebo TRITC emisních filtrů. Intenzita fluorescence primární kůry za použití 
daných filtrů se lišila minimálně. Endodermis i střední válec byly nejlépe zobrazeny za 
použití FITC filtru.  
Primární kůra čtvrtého vzorku byla zobrazena nejlépe za použití FITC emisního 
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filtru. Endodermis i střední válec byly nejlépe zobrazeny za použití filtru Amplex 
UltraRed.  
Primární kůra pátého vzorku byla zobrazena nejlépe za použití FITC emisního 
filtru. Endodermis i střední válec byly nejlépe zobrazeny za použití filtru Amplex 
UltraRed.  
Primární kůra, endodermis i střední válec šestého vzorku byly nejlépe zobrazeny za 
použití filtru Amplex UltraRed.  
Primární kůra, endodermis i střední válec sedmého vzorku byly nejlépe zobrazeny 
za použití filtru Amplex UltraRed.  
Na závěr lze usuzovat, že primární kůra u prvních čtyř vzorků nejlépe zobrazil 
FITC emisní filtr. Při zvýšení koncentrace juglonu byly kvalitnější obrazy (vyšší 
intenzita fluorescence) primární kůry kořene získány za použití Amplex UltraRed 
emisního filtru.  
Pro optimální vizualizaci endodermis a středního válce u prvních tří vzorků by bylo 
nejlepší sledovat preparát FITC emisním filtrem. Pro vizualizaci endodermis a středního 
válce kořene čtvrtého až sedmého vzorku by bylo lepší sledovat filtrem Amplex 
UltraRed. Jedná se o vzorky, které za pomocí modulátorů měly zvýšený obsah peroxidu 
vodíku a s tím související zvýšenou intenzitu fluorescence. 
Některé snímky pořízené konfokálním mikroskopem nebyly zcela kvalitní a 
některé naměřené hodnoty fluorescence mohly být zkreslené a závěry chybné. Mohlo to 
být způsobeno chybou měření, chybou lidského faktoru nebo probíhajícími 
biologickými ději. 
 
9.3 Intenzita fluorescence superoxid anion radikálu 
Detekce superoxidového anion radikálu byla provedena pomocí enzymového 
substrátu dihydroethidia (DHE). Superoxidový indikátor dihydroethidium vykazuje 
emisi v modré oblasti, po interkalaci do DNA v červené oblasti, viz tab. 9.1. DHE 
snadno prochází buněčnou membránou a v buňce je dobře zadržován. Reakcí DHE a 
superoxid anion radikálu vzniká 2-hydroxyethidium [26], [28]. 
Pro srovnání byl použit filtr TRITC.  
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9.3.1 Komparace dat ze spektrofotometrie a analýzy obrazu 
V tab. 9.8 jsou hodnoty obsahu superoxidového anion radikálu získaných ze 
spektrofotometrie a hodnoty intenzity fluorescence za použití různých filtrů. 
Tab. 9.8: Intenzita fluorescence a obsah superoxid anion radikálu. 




 DHE TRITC 
1 10,2058 6,0821 49,620 
2 5,0566 3,79 53,913 
3 17,658 34,2917 50,447 
4 53,0383 36,9919 63,823 
5 13,9182 21,0451 60,127 
6 55,2557 25,3012 55,237 
7 3,7536 4,0351 79,347 
 
Všechna data jsou spojité proměnné. Pomocí Shapiro-Wilksova testu bylo zjištěno 
normální rozložení dat. Proměnná DHE je normálně rozložena. Proměnné TRITC a 
obsah nejsou normálně rozloženy. Stanoví se hypotézy. 
H0: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence superoxidového anion radikálu není 
statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence superoxidového anion radikálu je 
statisticky významný rozdíl. 
Byla použita neparametrická Spearmanova korelace, viz tab. 9.9. 
Tab. 9.9: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 DHE TRITC obsah 
DHE 1,000000 0,857143 -0,071429 
TRITC 0,857143 1,000000 0,071429 
obsah -0,071429 0,071429 1,000000 
 
Nebyla zamítnuta nulová hypotéza H0. Mezi obsahem a intenzitou fluorescence 
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superoxidového anion radikálu není statisticky významný rozdíl.  
Závislost intenzity fluorescence na obsahu superoxidu
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  






















































Obr. 9.11: Graf závislosti intenzity fluorescence na obsahu superoxidu. 
Obsah superoxidu odpovídá správnému rozložení obsahu jednotlivých vzorků. 
Vzorky s benzoátem sodným (třetí a šestý) snižují produkci superoxidového anion 
radikálu, tomu by měla odpovídat i nižší intenzita fluorescence vzhledem k druhému a 
pátému vzorku. Naměřené hodnoty intenzity fluorescence však byly vyšší než intenzita 
druhého a pátého vzorku.  
Vzorky s peroxidem vodíku (čtvrtý a sedmý) zvyšují produkci superoxidový anion 
radikálu. Dá se očekávat i vyšší intenzita fluorescence vzhledem k druhému a pátému 
vzorku. Čtvrtý vzorek vykazoval vyšší intenzitu fluorescence, sedmý vzorek však 
intenzitu fluorescence nižší.  
Správně naměřené hodnoty fluorescence se dají očekávat u pátého vzorku 
vzhledem ke druhému. Pátý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o koncentraci 10x 
vyšší než druhý vzorek. Zvýšená koncentrace juglonu zvýší produkci superoxidového 
anion radikálu. S rostoucí obsahem vzrostla i intenzita fluorescence.  
Jak vyplynulo z tab. 9.9 neexistují významné korelace mezi proměnnými intenzita 
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fluorescence a obsah superoxidového anion radikálu. Hodnoty intenzity fluorescence 
jsou pravděpodobně nepřesné, jelikož některé obrazy, ze kterých byla intenzita 
fluorescence určována, byly nekvalitní (moc tmavé, příp. moc ozářené). 
 
9.3.2 Analýza jednotlivých struktur příčného řezu kořene 
Jednotlivé struktury kořene byly vyhodnocovány samostatně. Byla měřena 
intenzita fluorescence v primární kůře, endodermis a v části středního válce (tab. 9.10). 
Tab. 9.10: Intenzita fluorescence superoxid anion radikálu. 
 
intenzita fluorescence                                                                                                     
[-] 
DHE TRITC 
prim.    
kůra 
endodermis válec 
prim.   
kůra 
endodermis válec 
1 2,659 8,282 4,374 4,884 2,501 2,018 
2 8,809 15,696 12,030 7,832 3,847 2,200 
3 4,020 12,046 4,842 3,366 1,991 3,515 
4 13,131 39,346 24,101 31,603 66,945 34,596 
5 48,424 81,629 45,739 38,033 56,912 33,337 
6 8,879 32,221 20,453 27,627 18,782 7,343 
7 45,069 120,580 50,852 25,290 59,500 26,273 
 
Všechna data jsou spojitá proměnná. Je použit Shapiro-Wilksův test pro zjištění 
normálního rozložení dat. Spojité proměnné prim. kůra DHE, endodermis TRITC a  
válec TRITC nejsou normálně rozloženy. Proměnné endodermis DHE, válec DHE, 
prim. kůra TRITC jsou normálně rozloženy.  
H0: Mezi intenzitou fluorescence superoxid anion radikálu ve středním válci, 
endodermis a v primární kůře není statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi intenzitou fluorescence superoxid anion radikálu ve středním válci, 
endodermis a v primární kůře je statisticky významný rozdíl. 
Některá data nemají normální rozložení, proto byla použita neparametrická 
statistika – Spearmenova korelace, viz tab. 9.11. 
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Tab. 9.11: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 












kůra DHE 1,000000 0,964286 0,964286 0,857143 0,821429 0,857143 
endod. 
DHE 
0,964286 1,000000 1,000000 0,750000 0,857143 0,821429 
válec 
DHE 
0,964286 1,000000 1,000000 0,750000 0,857143 0,821429 
kůra 
TRITC 
0,857143 0,750000 0,750000 1,000000 0,821429 0,821429 
endod. 
TRITC 
0,821429 0,857143 0,857143 0,821429 1,000000 0,857143 
válec 
TRITC 
0,857143 0,821429 0,821429 0,821429 0,857143 1,000000 
 
Mezi daty existují významné korelace. Byla zamítnuta H0. Mezi intenzitou 
fluorescence superoxidu ve středním válci, endodermis a v primární kůře je statisticky 
významný rozdíl. 
Závislosti intenzity fluorescence v jednotlivých rostlinných segmentech
1 kontrolní    
2 juglon 1 uM    
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2    
4 juglon 1 uM + H2O2    
5 juglon 10 uM    
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2    
7 juglon 10 uM + H2O2    

























 prim. kůra DHE
 endodermis DHE
 válec DHE




Obr. 9.12: Bodový graf výtěžnosti fluorescence mezi proměnnými DHE a TRITC. 
Primární kůra kontrolního vzorku byla nejlépe zobrazena za použití emisního filtru 
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TRITC. Endodermis i střední válec vykazovaly vyšší intenzitu fluorescence za použití 
DHE emisního filtru. 
Primární kůra druhého vzorku byla nejlépe zobrazena za použití emisních filtrů 
DHE a TRITC. Endodermis i střední válec vykazovaly vyšší intenzitu fluorescence za 
použití DHE emisního filtru. 
Primární kůra, endodermis i střední válec třetího vzorku byly nejlépe zobrazeny za 
použití filtru DHE.  
Primární kůra a střední válec čtvrtého vzorku byly nejlépe zobrazeny za použití 
emisního filtru TRITC. Endodermis vykazovala vyšší intenzitu fluorescence za použití 
DHE a TRITC emisního filtru. 
Primární kůra a střední válec pátého vzorku byly nejlépe zobrazeny za použití 
emisního filtru DHE. Endodermis vykazovala vyšší intenzitu fluorescence za použití 
DHE a TRITC emisního filtru. 
Primární kůra šestého vzorku byla nejlépe zobrazena za použití TRITC emisního 
filtru. Endodermis a střední válec vykazovaly vyšší intenzitu fluorescence za použití 
DHE emisního filtru. 
Primární kůra a střední válec sedmého vzorku nejlépe zobrazil DHE emisní filtr. 
Endodermis vykazovala vyšší intenzitu fluorescence za použití DHE a TRITC emisního 
filtru. 
Závěrem lze říci, že nejvyšší intenzitu fluorescence superoxidového anion radikálu 
a nejlepší vizualizaci endodermis a středního válce poskytl u všech vzorků kromě 
čtvrtého filtr DHE. Pro optimální vizualizaci endodermis a středního válce čtvrtého 
vzorku bylo lepší sledovat TRITC emisním filtrem. Zobrazení primární kůry bylo u 
některých vzorků lepší za použití DHE filtru, u jiných za použití TRITC filtru (první, 
čtvrtý a šestý vzorek). Mezi vzorky není žádná spojitost, která by vysvětlila, proč se u 
daných vzorků naměřila vyšší intenzita fluorescence za použití TRITC filtru. Je možné, 
že zde nastala chyba při měření. 
 
9.4 Intenzita fluorescence ROS 
Pro detekci buněčného oxidativního stresu byla použita fluorogenní sonda CellROX, 
absorpční a emisní maximum viz tab. 9.1. Činidlo nefluoreskuje, příp. velmi slabě. 
Teprve v redukovaném stavu po oxidaci ROS vykazuje jasně fluorogenní signál. 
CellROX je velmi fotostabilní [27]. Ke srovnání byl použit filtr FITC. 
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9.4.1 Komparace dat ze spektrofotometrie a analýzy obrazu 
Naměřené hodnoty intenzity fluorescence ROS za použití různých filtrů a hodnoty 
obsahu získané ze spektrofotometrie byly vyneseny do tab. 9.8. Obsah ROS byl 
vypočten jako průměr obsahu peroxidu vodíku a superoxidového anion radikálu. 
Tab. 9.12: Intenzita fluorescence a obsah ROS. 
 intenzita fluorescence obsah 
[µmol.g-1FW] 
 CellROX FITC 
1 3,823 4,247 25,628 
2 4,053 7,418 27,895 
3 5,486 15,495 26,080 
4 20,766 30,188 33,984 
5 17,114 54,970 31,656 
6 2,810 43,750 29,002 
7 19,382 50,836 43,797 
 
Všechna data jsou spojité proměnné. Pomocí Shapiro-Wilksova testu se zjistí 
normální rozložení dat. Proměnné FITC a obsah jsou normálně rozloženy. Proměnná 
CellROX  není normálně rozložena. Stanovily se hypotézy. 
H0: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence ROS není statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence ROS je statisticky významný rozdíl. 
Použila se neparametrická Spearmanova korelace, viz tab. 9.9. 
Tab. 9.13: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 CellROX FITC obsah 
CellROX 1,000000 0,428571 0,714286 
FITC 0,428571 1,000000 0,785714 
obsah 0,714286 0,785714 1,000000 
 
Zamítla se nulová hypotéza H0. Existují statisticky významné korelace. Závěrem je, 
že mezi obsahem a intenzitou fluorescence ROS je statisticky významný rozdíl.  
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Závislost intenzity fluorescence na obsahu ROS
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  

















































Obr. 9.13: Graf závislosti intenzity fluorescence na obsah ROS. 
Graf na obr. 9.12 porovnává vztahy mezi naměřenou intenzitou fluorescencí za 
použití filtrů CellROX a FITC a naměřenou obsahem ROS. První vzorek je kontrolní a 
intenzita fluorescence byla téměř srovnatelná, jak za použití emisního filtru CellROX, 
tak také FITC.  
Druhý, třetí a čtvrtý vzorek byly kultivovány v roztoku juglonu. Třetí vzorek navíc 
za přítomnosti benzoátu sodného, který snižuje produkci ROS vzhledem ke druhému 
vzorku. Dá se očekávat, že i intenzita fluorescence bude vzhledem ke druhému vzorku 
nižší. Je možné, že zde nastala chyba při měření, jelikož intenzita fluorescence se 
nesnížila, ale právě naopak, zvýšila. Čtvrtý vzorek byl kultivován za přítomnosti 
peroxidu vodíku, který produkuje ROS a s rostoucí obsahem souvisí i rostoucí intenzita 
fluorescence vzhledem k druhému vzorku. U druhého, třetího i čtvrtého vzorku 
vykazovalo vyšší intenzitu fluorescence sledování preparátu příčného řezu kořene FITC 
emisním filtrem.  
Pátý, šestý a sedmý vzorek byly kultivovány v 10krát vyšší koncentraci juglonu za 
přítomnosti modulátorů, jak tomu bylo i u třetího a čtvrtého vzorku. Benzoát sodný 
inhibuje produkci ROS. U šestého vzorku se s obsahem ROS snížila také intenzita 
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fluorescence vzhledem k pátému vzorku. Peroxid vodíku zvyšuje produkci ROS a 
s rostoucí obsahem rostla i intenzita fluorescence u sedmého vzorku. Pátý, šestý a 
sedmý vzorek vykazovaly nejvyšší intenzitu fluorescence za použití FITC filtru. 
Pátý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o koncentraci 10krát vyšší než druhý 
vzorek. Zvýšená koncentrace juglonu vedla k produkci ROS. Se zvýšenou produkcí 
ROS vzrostla i intenzita fluorescence.  
Bylo ověřeno, že s rostoucí či klesající obsahem ROS roste, příp. klesá intenzita 
fluorescence. Bylo zjištěno, že preparát příčného řezu kořene je vhodné sledovat FITC 
emisním filtrem, který zajistí vyšší intenzitu fluorescence na rozdíl od CellROX filtru. 
 
9.4.2 Analýza jednotlivých struktur příčného řezu kořene 
Jednotlivé struktury kořene byly vyhodnocovány samostatně. Byla měřena 
intenzita fluorescence v primární kůře, endodermis a v části středního válce (tab. 9.10). 
Tab. 9.14: Intenzita fluorescence ROS. 
 
intenzita fluorescence                                                                                                     
[-] 
CellROX FITC 
prim.    
kůra 
endodermis válec 
prim.   
kůra 
endodermis válec 
1 4,127 6,138 2,224 4,435 6,893 2,852 
2 3,254 7,813 4,721 7,284 8,725 6,715 
3 6,754 4,015 3,092 17,015 11,081 9,151 
4 20,419 28,109 15,436 31,881 28,287 14,821 
5 16,250 27,611 15,729 58,278 51,899 32,668 
6 2,735 6,726 1,755 44,956 55,180 34,374 
7 13,144 48,460 29,735 49,532 69,224 41,825 
 
Všechna data jsou spojité proměnné. Je aplikován Shapiro-Wilksův test pro zjištění 
normálního rozložení dat. Všechny proměnné jsou normálně rozloženy. Po stanovení 
hypotéz byla data testována parametrickým testem – Pearsonova korelace. 
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H0: Mezi intenzitou fluorescence ROS ve středním válci, endodermis a v primární 
kůře není statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi intenzitou fluorescence ROS ve středním válci, endodermis a v primární 
kůře je statisticky významný rozdíl. 
 
Tab. 9.15: Pearsonova korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 













1,000000 0,743117 0,721449 0,547523 0,377971 0,327182 
endod. 
DHE 
0,743117 1,000000 0,994423 0,665200 0,718044 0,676723 
válec 
DHE 
0,721449 0,994423 1,000000 0,627642 0,683474 0,649035 
kůra 
TRITC 
0,547523 0,665200 0,627642 1,000000 0,933578 0,934676 
endod. 
TRITC 
0,377971 0,718044 0,683474 0,933578 1,000000 0,994234 
válec 
TRITC 
0,327182 0,676723 0,649035 0,934676 0,994234 1,000000 
 
Existují statisticky významné korelace, viz tab. 9.15. Zamítá se nulová hypotéza a 
lze konstatovat, že mezi intenzitou fluorescence ROS ve středním válci, endodermis a 
v primární kůře je statisticky významný rozdíl. 
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Závislost intenzity fluorescence v primární kůře, endodermis a středním válci
1 kontrolní    
2 juglon 1 uM    
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2    
4 juglon 1 uM + H2O2    
5 juglon 10 uM    
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2    
7 juglon 10 uM + H2O2    


























 prim. kůra CellROX
 endodermis CellROX
 válec CellROX




Obr. 9.14: Graf závislosti intenzity fluorescence v jednotlivých segmentech kořene. 
Primární kůra, endodermis i střední válec kontrolního vzorku byly nejlépe 
zobrazeny za použití FITC emisního filtru.  
Primární kůra, endodermis i střední válec druhého vzorku byly nejlépe zobrazeny 
za použití FITC emisního filtru.  
Primární kůra, endodermis i střední válec třetího vzorku nejlépe zobrazil filtr FITC. 
Nejvyšší intenzitu fluorescence měla primární kůra.  
Primární kůra čtvrtého vzorku byla nejlépe zobrazena za použití filtru FITC. 
Endodermis a střední válec vykazovaly vyšší intenzitu fluorescence za použití CellROX 
a FITC emisního filtru. Ve čtvrtém vzorku měla nejvyšší intenzitu fluorescence 
primární kůra. 
Primární kůra, endodermis i střední válec pátého vzorku byly nejlépe zobrazeny za 
použití emisního filtru FITC. Nejvyšší intenzita fluorescence byla v primární kůře. 
Primární kůra, endodermis i střední válec šestého vzorku byly nejlépe zobrazeny za 
použití emisního filtru FITC. Nejvyšší intenzita fluorescence byla v endodermis. 
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Primární kůra, endodermis i střední válec sedmého vzorku nejlépe zobrazil emisní 
filtr FITC. Nejvyšší intenzita fluorescence byla v endodermis. 
Závěrem je mínění, že nejvyšší intenzitu fluorescence ROS a nejlepší vizualizaci 
primární kůry, endodermis nebo středního válce poskytne preparát příčného řezu kořene 
sledovaný FITC emisním filtrem.  
 
9.5 Intenzita fluorescence RNS 
K detekci oxidu dusnatého je použit 2,3-diaminonaphthalene (DAN).  DAN reaguje s 
nitrosoniovým iontem NO+ za vzniku NO a fluorescenčního produktu 1H-naftotriazolu. 
DAN se využívá také pro detekci ketonů [27]. K porovnání byl použit filtr FITC.  
 
9.5.1 Komparace dat ze spektrofotometrie a analýzy obrazu 
Naměřené hodnoty intenzity fluorescence RNS za použití různých filtrů a hodnoty 
obsahu získané ze spektrofotometrie byly vyneseny do tab. 9.8.  
Tab. 9.16: Intenzita fluorescence a obsah RNS. 




 DAN FITC 
1 1,744 2,236 1,370 
2 8,657 37,558 1,239 
3 6,594 1,403 1,315 
4 17,036 22,941 1,709 
5 9,852 51,549 2,181 
6 8,264 8,035 1,834 
7 22,043 53,218 4,078 
 
Všechna data jsou spojité proměnné. Pomocí Shapiro-Wilksova testu se zjistí 
normální rozložení dat. Proměnné FITC a DAN jsou normálně rozloženy. Proměnná 
obsah není normálně rozložena. Stanoví se hypotézy. 
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H0: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence RNS není statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi obsahem a intenzitou fluorescence RNS je statisticky významný rozdíl. 
Použila se neparametrická Spearmanova korelace, viz tab. 9.13. 
Tab. 9.17: Spearmanovy korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 
 DAN FITC obsah 
DAN 1,000000 0,857143 0,607143 
FITC 0,857143 1,000000 0,607143 
obsah 0,607143 0,607143 1,000000 
 
Nulová hypotéza H0 nebyla zamítnuta. Mezi obsahem a intenzitou fluorescence 
RNS není statisticky významný rozdíl. 
Závislost intenzity fluorescence na obsahu RNS
1 kontrolní  
2 juglon 1 uM  
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2  
4 juglon 1 uM + H2O2  
5 juglon 10 uM  
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2  
7 juglon 10 uM + H2O2  

















































Obr. 9.15: Graf závislosti intenzity fluorescence na obsah RNS. 
U kontrolního vzorku byla intenzita fluorescence za použití filtrů DAN a FITC 
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srovnatelná.  
Intenzita fluorescence u druhého, třetí a čtvrtého vzorku odpovídala obsahu RNS. 
Benzoát sodný u třetího vzorku inhibuje produkci RNS. Se sníženou obsahem klesla i 
intenzita fluorescence vzhledem ke druhému vzorku. Peroxid vodíku zvyšuje produkci 
RNS a s rostoucím množstvím RNS u čtvrtého vzorku se zvýšila intenzita fluorescence 
vzhledem k druhému vzorku. U druhého a čtvrtého vzorku nejvyšší intenzitu 
fluorescence vykazoval FITC emisní filtr. U třetího vzorku byla nejvyšší intenzita 
fluorescence zajištěna DAN emisním filtrem.  
Také u pátého, šestého a sedmého vzorku odpovídala intenzita fluorescence obsahu 
RNS. Emise byla vyšší vzhledem k druhému, třetímu a čtvrtému vzorku, jelikož byly 
kultivovány v 10x vyšší koncentraci juglonu. Benzoát sodný v šestém vzorku snižuje 
produkci RNS vzhledem k pátému vzorku. Rovněž intenzita fluorescence byla nižší. 
Peroxid vodíku zvyšuje produkci RNS vzhledem k pátému vzorku. I intenzita 
fluorescence byla vyšší. Nejvyšší výtěžnost fluorescence u daných vzorků zajistil FITC 
emisní filtr.  
Pátý vzorek byl kultivován v roztoku juglonu o koncentraci 10krát vyšší než druhý 
vzorek. Zvýšená koncentrace juglonu vedla k produkci RNS. Se zvýšenou produkcí 
RNS vzrostla i intenzita fluorescence.  
Bylo zjištěno, že s rostoucí či klesající obsahem RNS roste, příp. klesá intenzita 
fluorescence. Závěrem je, že je vhodné preparát příčného řezu sledovat FITC emisním 
filtrem, který zajistí vyšší intenzitu fluorescence na rozdíl od DAN filtru. 
 
9.5.2 Analýza jednotlivých struktur příčného řezu kořene 
Jednotlivé struktury kořene byly vyhodnocovány samostatně. Byla měřena 
intenzita fluorescence v primární kůře, endodermis a v části středního válce (tab. 9.14). 
Tab. 9.18: Intenzita fluorescence RNS. 
 
intenzita fluorescence                                                                                                     
[-] 
DAN FITC 
prim.    
kůra 
endodermis válec 
prim.   
kůra 
endodermis válec 
1 1,000 1,075 3,053 1,247 1,048 4,161 
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2 4,433 21,776 16,104 40,321 42,045 24,501 
3 3,566 4,037 13,178 1,325 0,991 1,519 
4 10,985 39,668 28,091 16,682 47,764 27,736 
5 3,022 30,050 26,494 39,284 88,150 69,584 
6 8,475 9,268 8,418 9,882 3,019 4,390 
7 11,756 40,649 48,317 32,303 97,167 71,623 
 
Všechna data jsou spojité proměnné. Je aplikován Shapiro-Wilksův test pro zjištění 
normálního rozložení dat. Všechny proměnné jsou normálně rozloženy. Po stanovení 
hypotéz byla data testována parametrickým testem – Pearsonova korelace. 
H0: Mezi intenzitou fluorescence RNS ve středním válci, endodermis a v primární 
kůře není statisticky významný rozdíl. 
HA: Mezi intenzitou fluorescence RNS ve středním válci, endodermis a v primární 
kůře je statisticky významný rozdíl. 
Tab. 9.19: Pearsonova korelace. Označ. korelace jsou významné na hl. p < 0,05. 













1,000000 0,695083 0,682267 0,183299 0,405830 0,335265 
endod. 
DHE 
0,695083 1,000000 0,895879 0,696272 0,880961 0,811121 
válec 
DHE 
0,682267 0,895879 1,000000 0,595833 0,893303 0,860189 
kůra 
TRITC 
0,183299 0,696272 0,595833 1,000000 0,829715 0,791646 
endod. 
TRITC 
0,405830 0,880961 0,893303 0,829715 1,000000 0,987677 
válec 
TRITC 
0,335265 0,811121 0,860189 0,791646 0,987677 1,000000 
 
Existují statisticky významné korelace, viz tab. 9.15. Byla zamítnuta nulová 
hypotéza H0 a lze konstatovat, že mezi intenzitou fluorescence RNS ve středním válci, 
endodermis a v primární kůře je statisticky významný rozdíl. 
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Závislost intenzity fluorescence na jednotlivých segmentech kořene
1 kontrolní    
2 juglon 1 uM    
3 juglon 1 uM + NaC7H5O2    
4 juglon 1 uM + H2O2    
5 juglon 10 uM    
6 juglon 10 uM + NaC7H5O2      
7 juglon 10 uM + H2O2 
























 prim. kůra - DAN
 endodermis DAN
 válec DAN




Obr. 9.16: Graf závislosti intenzity fluorescence v jednotlivých segmentech kořene. 
Primární kůra, endodermis i střední válec kontrolního vzorku byly nejlépe 
zobrazeny za použití FITC emisního filtru.  
Primární kůra, endodermis i střední válec druhého vzorku nejlépe zobrazil FITC 
emisní filtr. Nejlépe byly zobrazeny primární kůra a endodermis. 
Primární kůra, endodermis i střední válec třetího vzorku byly optimálně zobrazeny 
za použití filtru DAN. Nejvyšší emisi měl střední válec.  
Primární kůra a endodermis čtvrtého vzorku byla nejlépe zobrazena za použití filtru 
FITC. Intenzita fluorescence středního válce byla srovnatelná použitím filtru DAN nebo 
FITC. Nejvyšší intenzitu fluorescence projevil endodermis. 
Primární kůra, endodermis i střední válec pátého vzorku byly ideálně zobrazeny za 
použití emisního filtru FITC. Nejvyšší intenzita fluorescence byla v endodermis. 
Primární kůra šestého vzorku měla přibližně stejnou hodnotu intenzity fluorescence 
za použití emisního filtru DAN a FITC. Endodermis i střední válec měly nejvyšší 
intenzitu fluorescence sledováním filtrem DAN. Nejvyšší intenzita fluorescence byla 
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v primární kůře. 
Primární kůra, endodermis i střední válec sedmého vzorku vykazovaly nejvyšší 
intenzitu fluorescence za použití emisního filtru FITC. Nejvyšší intenzita fluorescence 
byla v endodermis. 
Z předchozích závěrů plyne, že optimální vizualizaci primární kůry, endodermis 
nebo středního válce poskytne u všech vzorků kromě třetího a šestého preparát 
sledovaný filtrem FITC. U třetího a šestého vzorku, které byly kultivovány za 
























V rostlinách se vyskytuje řada zdrojů tvorby reaktivních forem kyslíku a dusíku.  
Reaktivní formy kyslíku fungují jako signální molekuly, které kontrolují obranné 
procesy rostlinného materiálu. Pokud je však jejich koncentrace v buňce značně 
zvýšená a rostlina je nestačí katalyzovat a redukovat, dochází k poškození, které může 
vést i k zániku buňky. Právě proto se práce zabývala měřením oxidativního stresu 
s cílem získání informací o tvorbě reaktivních forem kyslíku a dusíku a jejich regulaci 
za fyziologických i stresových podmínek.  
Teoretická část byla věnována seznámení se s řešenou problematikou. Byla 
navržena vhodná metoda elektroforetické separace rostlinných proteinů, detekce 
vybraných markerů oxidativního stresu a jejich vizualizace. Ke studiu na rostlinném 
materiálu kukuřice seté (Zea mays L.) byly vybrány peroxid vodíku, superoxid anion 
radikál, reaktivní formy dusíku a malondialdehyd. Ke stanovení vybraných markerů 
oxidativního stresu byly použity spektrofotometrické metody. Vizualizace probíhala na 
fluorescenčním mikroskopu. Naměřená data a obrazy získané mikroskopem poskytlo 
pracoviště Veterinární a farmaceutické univerzity Brno, Ústav přírodních léčiv. 
V praktické části práce byla všechna data podrobena statistické analýze v softwaru 
STATISTICA 10.0 a z této analýzy byly vyvozeny patřičné závěry. Praktická část byla 
rozdělena do tří propojených úseků. První úsek se zabýval vzájemnými vztahy 
vybraných markerů oxidativního stresu stanovených spektrofotometricky v kořenové a 
nadzemní části rostlinného preparátu. Bylo připraveno sedm vzorků, jeden kontrolní, 
zbylé s různou koncentrací juglonu a modulátory oxidativního stresu (peroxid vodíku, 
benzoát sodný). Bylo zjištěno, že produkce peroxidu vodíku v nadzemní i kořenové 
části je ovlivňována přítomností juglonu a modulátorů oxidativního stresu. Vzorek 
kultivovaný v roztok juglonu produkoval vyšší množství reaktivních forem kyslíku a 
dusíku a malondialdehydu vzhledem ke kontrolnímu vzorku. Zvýšená koncentrace 
juglonu zapříčinila ještě vyšší nárůst markerů oxidativního stresu. Kultivace rostlinného 
materiálu v roztoku juglonu a peroxidu vodíku vedla ke zvýšené produkci reaktivních 
forem kyslíku a dusíku a malondialdehydu. Naopak druhý použitý modulátor – benzoát 
sodný – vedl ke snížení oxidativního stresu. Bylo rovněž zjištěno, že vyšší množství 
reaktivních forem kyslíku a dusíku a malondialdehydu při vystavení oxidativního stresu 
produkuje nadzemní část rostlinného materiálu. Analýzu uzavírá srovnání množství 
markerů oxidativního stresu v nadzemní a kořenové části. Výsledky ukázaly, že 
v kořenové i nadzemní části je nejmenší produkce reaktivních forem dusíku, mírně 
zvýšený obsah malondialdehydu, markantně zvýšená koncentrace superoxid anion 
radikálu. Nejvyšší obsah měl však peroxid vodíku a to téměř 1000krát vyšší vzhledem 
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k ostatním markerům. 
Druhá praktická část se zabývala způsobem vyhodnocení obrazů imunofluores-
cenční mikroskopie. V programovém prostředí MATLAB byl vytvořen m-file, pomocí 
něhož byly vypočteny hodnoty intenzity fluorescence pro každý obraz. Získané hodnoty 
byly porovnávány s daty ze spektrofotometrie. Byl zjišťován vzájemný vztah mezi 
intenzitou fluorescence a koncentrací markerů oxidativního stresu v nadzemní a 
kořenové části. Při pořizování snímků byly použity různé fluorescenční filtry pro 
porovnání, zda daná fluorescenční sonda/značka ovlivňuje emisi také v jiných 
oblastech. Statistickou analýzou bylo zjištěno, že se zvýšenou či sníženou koncentrací 
reaktivních forem kyslíku a dusíku a malondialdehydu jak v kořenové, tak i nadzemní 
části roste, příp. klesá intenzita fluorescence. Pro vizualizaci peroxidu vodíku se nejvíce 
osvědčil DAPI emisní filtr, který vykazoval nejvyšší intenzitu fluorescence ze všech 
použitých filtrů. Pro vizualizaci superoxid anion radikálu je vhodné použít TRITC 
emisní filtr, kvalitní zobrazení reaktivních forem dusíku poskytne FITC emisní filtr.  
Analýza obrazů probíhala i v jednotlivých segmentech příčného řezu kořene. 
K vyhodnocení byla vybrána primární kůra kořene, střední válec a pro biology zásadní 
struktura – endodermis, která odděluje primární kůru od středního válce. Prvně byly 
analyzovány preparáty s peroxidem vodíku. Pro optimální vizualizaci endodermis a 
středního válce u prvních tří vzorků je nejlepší sledovat preparát FITC emisním filtrem. 
Pro vizualizaci endodermis a středního válce kořene je lepší sledovat čtvrtý až sedmý 
vzorek filtrem Amplex UltraRed. Jednalo se o vzorky, které za pomocí modulátorů 
měly zvýšenou molární koncentraci peroxidu vodíku a s tím související zvýšenou 
intenzitu fluorescence. Nejvyšší intenzitu fluorescence superoxidu a nejlepší vizualizaci 
primární kůry, endodermis a středního válce poskytl téměř u všech vzorků filtr DHE. 
Nejvyšší intenzitu fluorescence reaktivních forem dusíku a optimální vizualizaci 
primární kůry, endodermis nebo středního válce poskytne téměř u všech vzorků 
preparát sledovaný filtrem FITC.  
Některé hodnoty vyšly chybně či zkresleně, což může být zapříčiněno nekvalitou 
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SEZNAM SYMBOLŮ, VELIČIN A ZKRATEK 
 
H0  Nulová hypotéza 
HA  Alternativní hypotéza 







ν  Lineární rychlost pohybu částice [ms-1] 
E   Intenzita elektrické pole [Vm-1] 
ε r  Relativní permeabilita 
ε0   Permeabilita vakua  
η  Viskozita [Pas],  
ζ  Elektrokinetický potenciál [V] 
χ2  Chí kvadrát testu dobré shody 
σ(x)  Směrodatná odchylka 
xi   Spojitá náhodná veličina  
N   Četnost hodnot xi  
 ̅   Aritmetický průměr 
 
ADP  Adenosine DiPhosphate, adenosindifosfát 
DAN  2,3-diaminonaphthalene 
DAPI  4',6-diamidino-2-fenylindol 
DTT  DiThioTreitol 
DNA  DeoxyriboNucleic Acid, deoxyribonukleová kyselina 
DHE  DiHydroEthidium 
EDTA  EthyleneDiamineTetraacetic Acid, kyselina ethylendiamintetraoctová 
FITC  Fluorescein-5-isothiokyanát 
FW  Fresh Weight, svěží hmotnost 
GSH  Glutathion 
 98 
GSSG  Glutathione disulfide , oxidovaný glutathion 





NAPDH Redukovaná forma NADP+ 
NBT  NitroBlue Tetrazolium, tetrazoliová modř 
PMSF  PhenylMethylSulfonyl Fluoride, fenylmetylsulfonyl fluorid 
RNA  RiboNucleic Acid, ribonukleová kyselina 
RNS  Reactive Nitrogen Species, reaktivní formy dusíku 
RONS  Reactive Oxygen and Nitrogen Species, reaktivní formy kyslíku a dusíku 
ROS  Reactive Oxygen Species, reaktivní formy kyslíku 
SDS  Sodium Dodecyl Sulfate, dodecylsíran sodný 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate PolycrylAmide Gel Electrophoresis,   
 elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu 
sodného 
TBA  ThioBarbituric Acid, kyselina thiobarbiturová 
TBARS ThioBarbituric Acid Reactive Substances, reaktivní substance kyseliny 
thiobarbiturové 
TRITC  TetramethylRhodamine IsoThioCyanate, tetrametylrhodamin-5-isothio-
kyanát 






SEZNAM PŘÍLOH  
 
Na přiloženém CD jsou následující přílohy: 
 
A   Spekofotometrie_data.xlsx  
B   Spektrofotometrie_obrazy (složka souborů) 
C   Analyza_obrazu.m 
 
